WO 2005/038454 



PCT/EP2004/011503 



In vitro Verfahren zur Diagnose der kardiovaskularen Funktionalitat von 
Knochenmarks-Vorlauferzellen (BMP) und/oder Blut-abgeleiteter zirkulierender 

Vorlauferzellen (BDP) 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein in vitro Verfahren zur Analyse einer Probe aus einem 
Saugetier in Zusammenhang mit kardiovaskularen Erkrankungen, wobei das Verfahren 
folgende Schritte umfasst: a) Isolieren von Knochenmarks-VorlSuferzellen (BMP) und/oder 
Blut-abgeleiteten zirkulierenden Vorlauferzellen (BDP) mittels zellspezifischer 
Oberflachenmarker, und b) Uberpriifung der kardiovaskularen Funktionalitat der isolierten 
BMP und/oder BDP mittels eines geeigneten Migrationstests. Das erfindungsgemasse 
Verfahren kann als Kit im Rahmen der Diagnose und/oder der Prognose kardiovaskulSrer 
Erkrankungen, zur Cfberwachung von deren Therapie und/oder zur Stratifizierung fur eine 
geplante Zelltherapie mit Stamm- und/oder Vorlauferzellen zur Steigerung der Perfusion von 
ischamischem Gewebe bzw. zur Regeneration von Gewebeverlust (z. B. Herzinsuffizienz) 
angewendet werden. In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung dann ein in 
vitro Verfahren zur Isolierung von spezifischen Knochenmarks-Vorlauferzellen (BMP) 
und/oder Blut-abgeleiteten zirkulierenden Vorlauferzellen (BDP), umfassend: a) Entnehmen 
einer Probe aus einem Saugetier-Spender, b) Isolieren von BMP und/oder BDP mittels 
zellspezifischer Oberflachenmarker aus der so erhaltenen Probe, und c) Oberpriifung der 
kardiovaskularen Funktionalitat der isolierten BMP und/oder BDP mittels eines geeigneten 
Migrationstests. Diese BMP und/oder BDP konnen erfindungsgemSss zur Behandlung von 
kardiovaskularen Erkrankungen, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus stabiler koronarer 
Herzerkrankung, akutem Koronarsyndrom, akutem Myokardinfarkt, chronischer ischSmischer 
Kardiomyopathie (ICMP), dilatativer Kardiomyopathie (DCM) oder anderer Ursachen einer 
Herzschwache verwendet werden und unter anderem in einer pharmazeutischen 
Zusammensetzung vorliegen. 

Post-Infarkt Herzversagen bleibt eine Hauptursache von Morbiditat und Mortalitat. Obwohl 
eine prompte Reperfusion der verschlossenen Arterie signifikant verringerte Mortalitatsraten 
bewirkt (Lange RA, Hillis LD. Reperfusion therapy in acute myocardial infarction. N Engl J 
Med. 2002:346:954-5.), fiihren ventrikulSre Remodelling-Prozesse, die durch die progressive 
Expansion des Infarktbereichs und Dilatation der linken ventrikuiaren Kavitat gekennzeichnet 
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sind zu der Entwicklung von Herzversagen bei einem messbaren Teil der Patienten, die einen 
akuten myokardialen Infarkt Uberleben (Pfeffer MA, Braunwald E. Ventricular remodeling 
after myocardial infarction. Experimental observations and clinical implications. Circulation. 
1990:81:1161 -72.). Das hauptsachliche Ziel, urn ein Remodelling umzukehren, ware die 
Stimulierung der Neovaskularisierung sowie die Verstarkung der Regeneration von kardialen 
Myocyten innerhalb des Infarktbereichs. 

Kurzliche Experimente und klinische Studien haben gezeigt, dass die Transplantation von 
spezifischen Knochenmarks-Vorlauferzellen (BMP) und/oder Blut-abgeleiteten zirkulierender 
Vorlauferzellen (BDP) die Regeneration nach einem akuten Myokardinfarkt verbessert 
(Kawamoto A, Gwon HC, Iwaguro H, Yamaguchi Jl, Uchida S, Masuda H, Silver M, Ma H, 
Kearney M, Isner JM, Asahara T, Therapeutic potential of ex vivo expanded endothelial 
progenitor cells for myocardial ischemia. Circulation. 2001; 103:634-7., Kocher AA, Schuster 
MD, Szabolcs MJ, Takuma S, Burkhoff D, Wang J, Homma S, Edwards NM, Itescu S. 
Neovascularization of ischemic myocardium by human bone-marrow-derived angioblasts 
prevents cardiomyocyte apoptosis, reduces remodeling and improves cardiac function. Nat 
Med. 2001 :7:430-6., Fuchs S, Baffour R, Zhou YF, Shou M, Pierre A, Tio FO, Weissman NJ, 
Leon MB, Epstein SE, Kornowski R; Transendocardial delivery of autologous bone marrow 
enhances collateral perfusion and regional function in pigs with chronic experimental 
myocardial ischemia. J Am Coil Cardiol. 2001;37:1726-32.). Die Zelltherapie mit 
Knochenmarks-Stamm-A^orlauferzellen ist daher eine neue Option zur Verbesserung der 
Neovaskularisierung und der kardialen Funktion bei ischamischer Herzerkrankung. So konnte 
in der Tat gezeigt werden, dass die intrakoronare Infusion von adulten Vorlauferzellen bei 
Patienten mit akutem Myokardialinfarkt durchfilhrbar und sicher ist und mit signifikanten 
Verbesserungen in der regionalen und globalen LV (left ventricular) Funktion assoziiert ist. 
Die genauen Umstande der Verbesserung durch die Infusion blieben jedoch unklar. Fttr eine 
gezielte und effektive Zelltherapie mit Knochenmarks-Stamm-/Vorlauferzellen ist es zudem 
erforderlich, sicherzustellen, dass Knochenmarks-Vorlauferzellen (BMP) und/oder Blut- 
abgeleitete zirkulierende Vorlauferzellen (BDP) transplantiert werden, die eine moglichst 
hohe RegenerationsfMhigkeit und somit Effektivitat aufweisen. 

Es ist somit eine Aufgabe der vorliegenden Erfmdung, ein verbessertes Verfahren zur 
Diagnose und/oder der Prognose kardiovaskularer Erkrankungen, zur Uberwachung von 
deren Therapie und/oder zur Stratifizierung fllr eine geplante Zelltherapie auf Basis von 
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Knochenmarks-Vorlauferzellen (BMP) und/oder Blut-abgeleiteten zirkulierender 
Vorlauferzellen (BDP) zur Steigerung der Perfusion von ischamischem Gewebe bzw. zur 
Regeneration von Gewebeverlust bei z. B. Herzinsuffizienz zur Verfugung zu stellen. 

Es ist eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein sicheres Verfahren zur 
Verfugung zu stellen, mit dem effektive vind fur die Zelltherapie geeignete Knochenmarks- 
Vorlauferzellen (BMP) und/oder Blut-abgeleiteten zirkulierenden Vorlauferzellen (BDP) 
identifiziert und isoliert werden kOnnen. 

Schliesslich ist es eine noch weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung, pharmazeutische 
Zusammensetzungen zur Verfiigung zu stellen, die ftir die Zelltherapie geeignete und 
erfindungsgemass isolierte Knochenmarks-Vorlauferzellen (BMP) und/oder Blut-abgeleiteten 
zirkulierende Vorlauferzellen (BDP) umfassen. 

GemSss eines ersten Aspekts der vorliegenden Erfindung wird eine Aufgabe der Erfindung 
durch ein in vitro Verfahren zur Analyse einer Probe aus einem Saugetier in Zusammenhang 
mit kardiovaskularen Erkrankungen gelost, wobei das erfindungsgemasse Verfahren folgende 
Schritte umfasst von: a) Isolieren von Knochenmarks-Vorlauferzellen (BMP) und/oder Blut- 
abgeleiteten zirkulierenden Vorlauferzellen (BDP) mittels zellspezifischer 
Oberflachenmarker, und b) C^erprufung/Ermittliing der kardiovaskularen Funktionalitat der 
isolierten BMP und/oder BDP mittels eines geeigneten Migrationstests. 

Oberraschend konnte nun gefunden werden, dass ein direkter Zusammenhang zwischen der 
Neovaskularisierungskapazitat und der MigrationsfShigkeit von Knochenmarks- 
Vorlauferzellen (BMP) und/oder Blut-abgeleiteten zirkulierenden Vorlauferzellen (BDP) 
besteht. Dies ermoglicht den Einsatz eines Migrationstests als wertvolles Werkzeug zur 
Analyse einer Probe aus einem Saugetier in Zusammenhang mit kardiovaskularen 
Erkrankungen. 

Weiterhin konnte uberraschend gefunden werden, dass Vorlauferzellen aus dem 
Knochenmark einiger Spender und/oder Herzinfarktpatienten eine Dysfunktion aufweisen, 
wodurch die Zellen, die man direkt aus dem Knochenmark entnehmen kann (BMP, zum 
Beispiel durch Punktion) in ihrer Funktion eingeschrankt sind, neue Gefasse bilden zu kSnnen 
und die Herzregeneration zu untersttitzen. Durch den erfindungsgemassen Test konnen solche 
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Spender effektiv ausgeschlossen werden. Gleichzeitig kOnnen Patienten identifiziert werden, 
die aufgrund der geringen migratorischen Fahigkeit ihrer BMP oder BDP ein erhohtes Risiko 
aufweisen. Diese Patienten konnen dann geeignet und insbesondere praventiv und/oder 
unterstutzend behandelt werden. Alternativ konnen durch diesen Test auch Patienten 
identifiziert werden, die durch eine Vorlauferzell-Therapie einen erhohten Nutzen erfahren 
kSnnen. 

Diese beiden oben genannten Eigenschaften der BMP und/oder BDP, die Migrationsfahigkeit 
und Neovaskularisierungskapazitat der Zellen, werden im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung als "kardiovaskulare Funktionalitat" verstanden. 

Vasa et al. (Vasa M. et al., Circ Res 2001 Jul 6;89(l):El-7) beschreiben, dass die Zahl und 
migratorische Aktivitat von zirkulierenden Endothel-Vorlauferzellen (EPCs) invers mit 
Risikofaktoren fiir koronare Arterienkrankungen (CAD) korrelieren. EPCs von Patienten mit 
koronaren Arterienkrankungen zeigten funktionelle Beeintrachtigungen. Die funktionelle 
Aktivitat der EPCs wird untersucht anhand der migratorischen Kapazitat, die mit Hilfe eines 
Migrationstests in einer Boyden-Kammer bestimmt wird (Wanderung in Richtung VEGF als 
"chemoattractant"). Die postnatale Neovaskularisierung erfolgt unter Beteiligung 
Knochenmark-abgeleiteter zirkulierender Vorlauferzellen (EPCs), die von hamatopoietischen 
Stammzellen abstammen, die charakterisiert sind durch den Zelloberflachenmarker CD34 
oder CD 133 fiir weniger ausgereifte Zellen. Die CD34 + Zellen siedeln sich in ischamischen 
. Bereichen in Mausmodellen an, die Injektion von CD34 + Zellen fordert in den Versuchen die 
Neovaskularisierung und verbessert die Herzfunktion in diesen MSusen. Weiter wird die 
Anzahl und funktionelle Aktivitat von EPCs in Patienten mit CAD (coronary artery disease) 
im Vergleich zu gesunden Personen untersucht, auch der Einfluss von Risikofaktoren auf 
Anzahl und funktionelle Aktivitat der EPCs. Die Anzahl CD34* KDR + (=VEGF Rezeptor) 
doppelt positiver Zellen ist deutlich niedriger in Patienten mit CAD als in gesunden Personen, 
jedoch ist die Gesamtanzahl von CD34 + Zellen oder weniger differenzierter CD133 + Zellen 
nicht unterschiedlich in Patienten und gesunden Personen. Die migratorische Kapazitat der 
EPCs ist reduziert in Patienten mit CAD. Vasa et al. aussern die Vermutung, dass die 
reduzierte Aktivitat der EPCs zu einer verringerten Neovaskularisierung in Patienten mit 
CAD beitragen kOnnte. Die MSglichkeit einer Stratifizierung von Patienten auf Basis einer 
Analyse von Knochenmarks-Vorlauferzellen (BMP) und/oder Blut-abgeleiteter zirkulierender 
Vorlauferzellen (BDP) wird jedoch nicht erwahnt. 
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Weiterhin beschreiben Vasa et al. (Vasa M et al., Circulation, 2001 Jun 19;103(24):2885-90) 
eine Zunahme von zirkulierenden Endothel-Vorlauferzellen (EPCs) durch Statin-Therapie in 
Patienten mit stabiler CAD. Dabei wird die Nedvaskularisierung durch EPCs durch Statine 
untersttitzt. Die funktionelle Aktivitat der EPCs wird durch einen migratorischen Test 
bestimmt. Die Moglichkeit einer Stratifizierung von Patienten auf Basis einer Analyse von 
Knochenmarks-Voriauferzellen (BMP) und/oder Blut-abgeleiteten zirkulierenden 
Vorlauferzellen (BDP) wird jedoch ebenfalls nicht erwahnt. 

Emerson et al. (in Circulation 2003, 107, 2294-2302) beschreiben, dass adulte Stamm- und 
Vorlauferzellen in der Lage sind, in Kardiomyozyten und Endothelzellen zu differenzieren. 
Sie kfinnten daher die Herzfiinktion und Durchblutung bei ischamischen Herzerkrankungen 
verbessern. Es wird daher untersucht, ob Knochenmarkszellen sicher mit Hilfe eines 
Injektionskatheters in den Herzmuskel von Patienten injiziert werden k$nnen. Beschrieben 
wird dann die Injektion autologer mononuklearer Knochenmarkszellen direkt in den 
ischamischen Bereich der linken Herzkammer von Patienten mit koronarer Herzkrankheit im 
fortgeschrittenen Stadium. Die Vorlauferzellen werden aus dem Knochenmark fiber 
Dichtegradientenzentrifugation isoliert und mit Hilfe von FACS Analyse anhand 
verschiedener Zelloberflachenmarker charakterisiert, aber nicht aufgetrennt Dabei sind 
hamatopoetische Vorlauferzellen nach Tab. 3 des Dokuments dabei nur ein geringer Anteil 
der injizierten Zellen (ca. 2,5%), wahrend T- und B-Zellen sowie Monozyten den Hauptanteil 
bilden. Als hamatopoetische Vorlauferzellen werden CD34* CD45 lD Zellen bzw. CD133 + 
CD45 10 Zellen beschrieben. Die mononuklearen Knochenmarkszellen werden auf "viability" 
und "clonogenic capacity" hin untersucht. Die Knochenmarkszellen werden in 
Kochsalzlosung mit Heparin und 5% humanem Serum- Albumin injiziert. Die Moglichkeit 
einer Stratifizierung von Patienten auf Basis einer Analyse von Knochenmarks- 
Vorlauferzellen (BMP) und/oder Blut-abgeleiteten zirkulierenden Vorlauferzellen (BDP) wird 
jedoch ebenfalls nicht erwahnt. Es werden zudem keine isolierten endothelialen 
Vorlauferzellen, sondem nicht weiter fraktionierte mononukleare Knochenmarkszellen 
insgesamt verwendet. 

Kawamoto et al. Circulation 2003,107, 461-468 beschreiben, dass endothelial 
Vorlauferzellen (EPCs) aus peripherem Blut als CD34 + mononukleare Zellen isoliert werden 
konnen. Bei ischamischen Erkrankungen werden EPCs aus dem Knochenmark mobilisiert, 
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siedeln sich im Bereich beginnender Neovaskularisierung an und differenzieren zu reifen 
Endothelzellen. Es wird daher untersucht, ob die Transplantation von Vorlauferzellen direkt 
in den Herzmuskel die Neovaskularisierung in ischamischem Gewebe fordert. Die Infusion 
autologer Vorlauferzellen direkt in den Herzmuskel erhShte die Neovaskularisierung in 
Schweine-Ischamie-Modellen. Weiterhin wurden humane Vorlauferzellen heterolog in 
ischamische Herzregion von Ratten infundiert. Dazu werden humane mononukleare CD34* 
periphere Blutzellen als EPC-angereicheerte Zellfraktion verwendet. 

Aicher et al. (Circulation 2003, 107, 2134-2139) beschreiben die Ansiedlung von radioaktiv 
markierten EPCs in verschiedenen Geweben nach Infusion in Ratten. Die Publikation 
beschreibt dafur ein System, in dem humane EPCs, die von gesunden Spendern stammen, in 
Ratten xeno-transplantiert werden, in denen zuvor ein Infarkt operativ induziert wurde, bzw. 
in Kontrolltieren ohne Infarkt. Die Isolierung der EPCs wird nicht beschrieben und die 
Klassifizierung als CD34 + periphere Blutzellen wird nicht genannt Die Zellen werden 
kultiviert, d.h. expandiert und anschliessend radioaktiv mit U1 lndium Oxin markiert, urn die 
Verteilung der EPCs im Empfangerorganismus nach Infusion untersuchen zu konnen. 
Ebenfalls wird untersucht, ob sich die funktionelle Aktivitat der Zellen nach radioaktiver 
Markierung von nichtmarkierten Zellen unterscheidet. Diese funktionelle Aktivitat wird 
anhand eines Migrationstests untersucht, d.h. anhand der Wanderung der Zellen in Richtung 
des Wachstumsfaktors VEGF. Es wird gezeigt, dass sich nur ca. 1% der gesamten 
infundierten Zellen im Herz ansiedeln. Der Fachmann geht also davon aus, dass die 
migratorische Fahigkeit der EPCs mit der Ansiedlung der Zellen in Zielgeweben in einem 
Zusammenhang steht, m5glicherweise auch im Infarktbereich. Es war aber nicht naheliegend, 
diese "Qualitatskontrolle" auch mit nicht radioaktiv markierten Zellen durchzufuhren, zumal 
in der Publikation nicht-markierte Zellen als Referenz verwendet wurden. 

Zuletzt beschreiben Wolfrum et al. (Arterioscler Thromb Vase Biol 2003, 23, 729-736) 
allgemein die Wirkung von Statinen auf Endothelzellen. 

Bevorzugt ist ein erfindungsgemasses Verfahren, das weiterhin den Vergleich des aus der 
untersuchten Probe erhaltenen Ergebnisses mit einem Referenzwert und/oder dem Ergebnis 
einer Referenzprobe umfasst Solche Referenzwerte konnen entweder von dem individuell zu 
behandelnden Patienten im Laufe der Therapie gewonnen werden oder sind das Ergebnis von 
grossflachigen Studien. Ublicherweise stammt ein Referenzwert aus einer so genannten 
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gesunden Kontrollgruppe. Der Fachmann in diesem Bereich ist ohne weiteres in der Lage, 
geeignete Studien Protokolle auszuwahlen, um so geeignete Referenzwerte erhalten zu 
konnen. 

Bevorzugt ist ein erfindungsgemasses Verfahren, wobei die zu untersuchende Probe aus dem 
Menschen stammt. Dabei kann die zu untersuchende Probe erfindungsgernass ausgewahlt sein 
aus der Gruppe bestehend aus Knochenmark, peripherem Blut oder Fraktionen davon und 
Zellkultur-Suspensionen oder Fraktionen davon. Die Auswahl der einzelnen Probe hangt von 
der Art der zu untersuchenden Vorlauferzellen und dem Verfahren zur Ermittlung der 
Eigenschaften der Vorlauferzellen ab. Weiter bevorzugt wird im Falle der Entnahme von Blut 
dem peripheren Blut ein Gerinnungshemmer, insbesondere Heparin oder EDTA, zugesetzt. 
Dies erleichtert weitere Verarbeitungsschritte. In einem weiteren Aspekts der vorliegenden 
Erfindung wird die zu untersuchende Probe mittels Punktion aus dem Knochenmark 
entnommen. Diese Entnahme stellt die Grundlage fur die Gewinnung von BMP dar. Die 
weitere Aufbereitung kann erfindungsgemasses eine Isolierung unter Verwendung von 
Dichte-Gradienten-Zentrifugation und/oder immunologischer Methoden, z.B. 
immunmagnetischer Verfahren, insbesondere unter der Verwendung von FACS umfassen. 
Dabei ist es erfindungsgemasse weiter bevorzugt, dass der fur die BMP ausgewShlte 
zellspezifische Oberflachenmarker ausgewahlt ist aus CD34, CD45 und/oder CD133, und der 
fur BDP ausgewahlte zellspezifische Oberflachenmarker ausgewahlt ist aus VEGFR2, 
CD105, vWF und/oder CD3 1 . 

Gemass eines bevorzugten Verfahrens der vorliegenden Erfindung wird der Migrationstest in 
einer Boyden-Kammer oder einer modifizierten Version davon durchgefuhrt. Dem Fachmann 
wird jedoch ersichtlich sein, dass weitere Verfahren zur Ermittlung der migratorischen 
Kapazitat verwendet werden konnen, ohne den Bereich der vorliegenden Erfindung zu 
verlassen. Dies betrifft insbesondere Ausfiihrungsformen des Migrationstests, die entweder 
fur die Automatisierung des Tests und/oder dessen Durchfuhrung in einem "Point-of-care"- 
Test angepasst sind. 

Besonders bevorzugt ist ein erfindungsgemasses Verfahren, wobei der Migrationstest unter 
der Verwendung von SDF-1 oder VEGF als Chemo-Attraktant fur BMP oder BDP 
durchgefuhrt wird. Wie in den beigeftigten Versuchen gesehen wird, ist ein bevorzugter 
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Stimulator fttr BMP SDF-1 und VEGF fur BDP. Es konnen auch P1GF oder MCP-1 
verwendet werden. 

Voermans et al. (Voermans C, et al. Exp Haematol 2001 Dec;29( 12): 1456-64) beschreiben 
die Rolle von SDF-1 -induzierter Migration von hamatopoetischen Vorlauferzellen (CD34(+)- 
Zellen) und einen entsprechenden migratorischen Test. 

Eine Voraussetzung fur den Erfolg einer Zelltherapie ist das so genannte "Homing", also die 
gezielte Wanderung von Zellen zur Ansiedlung in erwiinschten Zielbereichen, insbesondere, 
falls eine intravaskulare Verabreichungsroute gewahlt wird. Daher wurde von den Erfindem 
angenommen, dass die migratorische Kapazitat von adulten Vorlauferzellen in Richtung ihrer 
physiologischen Chemo-Attraktanten ihre Fahigkeit widerspiegeln konnte, in den 
Infarktbereich hinein zu wandern. In der Tat korreliert die Einwanderung von transplantierten 
Zellen in das betroffene Gewebe und die Verbesserung der Neovaskularisierung, die durch die 
intravenose Infusion von menschlichen Vorlauferzellen induziert wurde, eng mit der z.B. 
durch SDF-1 induzierten migratorischen Kapazitat fur BMP und der durch VEGF induzierten 
migratorischen Kapazitat fur BDP. Dies waren jedoch bisher unbelegte Vermutungen, die erst 
durch die im Rahmen der vorliegenden Erfindung durchgefiihrten Versuche bestatigt worden. 
Es war weiterhin unerwartet, dass sich diese migratorische Kapazitat als unabhangiger 
Vorhersage-Faktor so gut eignet, dass darauf basierende Diagnostika eine Verbesserung bei 
der Behandlung von CAD mit sich bringen wurden. Zusammengenommen offenbart die 
Verbesserung der lokalen kontraktiven Myokardfiinktion in Abhangigkeit der in Assoziation 
mit der fiinktionellen Aktivitat der infundierten Vorlauferzellen eine kausale Beziehung 
zwischen der migratorischen Kapazitat von Vorlauferzellen und dem Erfolg einer Zelltherapie 
in Patienten mit akutem Myokardinfarkt. Die Erfindung offenbart daher ein neues 
diagnostisches Verfahren, mit dessen Hilfe eine Verbesserung/Optimierung der Zelltherapie 
bei Patienten mit kardiovaskularen Erkrankungen ermoglicht wird. Das Verfahren erlaubt 
anhand der Bestimmung der fiinktionellen Aktivitat der Vorlauferzellen, zuverlassige 
Vorhersagen zu machen, ob der jeweilige Patient von einer Zelltherapie (Transplantation der 
eigenen von Vorlauferzellen) zur Regeneration des zerstorten geschadigten 
Herzmuskelgewebes profitieren wird oder ob diese Therapie wahrscheinlich keinen Erfolg 
haben wird, weil die Zellen eine zu geringe Fahigkeit haben, sich im Zielgewebe anzusiedeln. 
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Die erfindungsgemassen Verfahren kSnnen immer ein der Diagnose und/oder Therapie aller 
kardiovaskularen Erkrankungen angewendet werden, bei denen von einer Transplantation von 
Vorlauferzellen ein therapeutischer Vorteil erwartet wird. Bevorzugt ist ein 
erflndungsgemasses Verfahren, wobei die kardiovaskularen Erkrankungen ausgewahlt sind 
aus der Gruppe bestehend aus stabiler und instabiler Angina, stabiler koronarer 
Herzerkrankung, akutem Koronarsyndrom, Myokardinfarkt, akutem Myokardinfarkt, akutem 
Herzsyndrom, koronarer Arterienerkrankung, chronischer ischamischer Kardiomyopathie 
(ICMP), dilatativer Kardiomyopathie (DCM), Herzinsuffizienz oder anderen Ursachen einer 
Herzschwache. 

Gemass eines weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindung kann das erfindungsgemasse 
Verfahren unmittelbar vor einer Zellinfusion in den Sauger durchgeftihrt werden. Wie bereits 
oben ausgefuhrt konnen durch den erfindungsgemassen Test solche Spender effektiv 
ausgeschlossen werden und gleichzeitig Patienten mit einem hoheren Risiko identifiziert 
werden, die schlechtere Neovaskularisierungskapazitaten aufweisen. Diese Patienten kSnnen 
dann geeignet und insbesondere praventiv und/oder untersttitzend behandelt werden. 
Altemativ konnen durch diesen Test auch Patienten identifiziert werden, die durch eine 
Vorlauferzell-Therapie einen erhohten Nutzen erfahren konnen. Dies betrifft in einem 
weiteren Aspekt des Verfahrens gemMss der vorliegenden Erfindung eine Therapie, bei der die 
untersuchten isolierten BMP und/oder BDP fur den zu behandelnden Patienten, insbesondere 
den Sauger, autolog und/oder heterolog sind. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft einen diagnostischen Kit, der neben 
Mitteln zur Durchfuhrung der genannten erfindungsgemassen Verfahren gegebenenfalls 
weitere geeignete Komponenten und/oder Hilfsstoffe enthalt. Das Kit kann aus einem oder 
mehreren getrennten Behaltern bestehen. Geeignete Komponenten konnen insbesondere 
Gebrauchsanweisungen oder Farbtafeln zum Abgleich von Messergebnissen anhand von 
Referenzwerten sein. 

Erfindungsgemass wird der Kit vorzugsweise zur Diagnose und/oder der Prognose von 
kardiovaskularen Erkrankungen, zur Oberwachung von deren Therapie und/oder zur 
Stratifizierung fur eine geplante Zelltherapie mit Stamm- und Vorlauferzellen zur Steigerung 
der Perfusion von ischamischem Gewebe bzw. zur Regeneration von Gewebeverlust, wie zum 
Beispiel bei Herzinsuffizienz, verwendet. 
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Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft dann ein in vitro Verfahren zur 
Isolierung von spezifischen Knochenmarks-Vorlauferzellen (BMP) und/oder Blut- 
abgeleiteten zirkulierender Vorlauferzellen (BDP), wobei das Verfahren die Schritte umfasst 
von a) Entnehmen einer Probe aus einem Saugetier-Spender, b) Isolieren von (BMP) und/oder 
(BDP) mittels zellspezifischer Oberflachenmarker aus der so erhaltenen Probe, und c) 
Uberpriifiing der kardiovaskularen Funktionalitat der isolierten BMP und/oder BDP mittels 
eines geeigneten Migrationstests. Erfindungsgemasses bevorzugt ist es, dass die zu 
untersuchende Probe aus einem Sauger, insbesondere dem Menschen stammt. 

Wie oben bereits erwahnt, kann das erfindungsgemasse Verfahren an alien aus einem Spender 
gewonnenen Stamm- und Vorlauferzellpopulationen probenunabhangig von der 
Isolierungsmethode durchgeflihrt werden, von denen vermutet wird, dass diese geeignete 
BMP oder BDP enthalten. Bevorzugt ist ein erfindungsgemasses Verfahren, wobei die zu 
untersuchende Probe ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Knochenmark, peripherem 
Blut oder Fraktionen davon und Zellkultur-Suspensionen oder Fraktionen davon. 
Insbesondere bevorzugt ist ein erfindungsgemasses Verfahren, wobei die zu untersuchende 
Probe auf geeignete Weise aus dem Knochenmark entnommen wird. Bevorzugt ist, dass die 
zu untersuchende Probe mittels Punktion aus dem Knochenmark entnommen wird. 

Auf Grund der Tatsache, dass bei einer Entnahme meist ein heterogenes Gemisch von 
verschiedenen Vorlauferzellen erhalten wird, umfasst ein bevorzugtes erfindungsgemasses 
Verfahren die Isolierung unter Verwendung von Dichte-Gradienten-Zentrifugation und/oder 
immunologischer Methoden. Eine besonders bevorzugtes Isolierungsverfahren erfolgt unter 
der Verwendung von FACS oder immunomagnetischer Separation, wobei der zellspezifische 
Oberflachenmarker fur BMP ausgewahlt sein kann aus CD34, CD45 und/oder CD133, und 
fur BDP ausgewahlt sein kann aus VEGFR2, CD105, vWF und/oder CD31. 

Wie bereits oben erwahnt, wird in einem weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindung der 
Migrationstest in einer Boyden-Kammer oder in einer Weiterentwicklung davon (siehe oben) 
durchgeflihrt. Auch hier ist es bevorzugt, dass der fur den Migrationstest verwendete Chemo- 
Attraktant SDF-1, VEGF, P1GF oder MCP-1 ist. 
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Ein wesentlicher Aspekt der vorliegenden Erfindung ist die Ermittlung der kardiovaskularen 
Funktionalitat von Vorlauferzellen, die aus einem bestimmten Spender entnommen wurden. 
Auf Basis der mittels des erfindungsgemassen Verfahrens gewonnenen Erkenntnisse iiber die 
Brauchbarkeit und Effizienz der gewonnenen Vorlauferzellen fur die Zelltherapie kann diese 
Therapie auf den individuellen Patienten angepasst werden. Wie bereits oben angegeben, wird 
vermutet, dass im Knochenmark bestimmter Spender oder Patienten, insbesondere bei 
Patienten mit ICMB, eine Stoning vorhanden ist, die die kardiovaskulare Funktionalitat der 
Vorlauferzellen beeintrachtigt. Um in solchen Fallen gegen diese Beeintrachtigung 
"gegensteuern" zu konnen, stellt die vorliegenden Erfindung in einem weiteren Aspekts ein 
Verfahren zur Verfiigung, wobei die isolierten BMP und/oder BDP weiter genetisch 
modifiziert werden, um die kardiovaskulare Funktionalitat der Zellen zu verbessern. 
Verfahren, um die BMP und/oder BDP genetisch zu modifizieren, und dazu geeignete 
genetische Konstrukte sind dem Fachmann gut bekannt und konnen leicht durch ihn 
hergestellt und verwendet werden. Die genauen genetischen Mechanismen der 
Beeintrachtigung der kardiovaskularen Funktionalitat bei bestimmten Patienten sind bisher 
nicht bekannt, jedoch ergaben die Experimente der vorliegenden Erfindung, dass die 
Migration der aus diesen Spendern stammenden Vorlauferzellen beeintrachtigt ist. Um dieser 
Beeintrachtigung entgegenwirken zu kSnnen, ware es ein Ansatz, die Vorlauferzellen mit 
denjenigen Rezeptoren zu transfizieren, die fur die jeweiligen Chemo-Attraktanten 
(insbesondere SDF-1 fur BMP und VEGF fur BDP) spezifisch sind. So ware ein Ansatz die 
Transfektion von BMP mit Expressionskonstrukten von CXCR4 oder in die Regulation von 
CXCR4 eingreifende Konstrukte, von dem vermutet wurde, dass er in beeintrachtigten BMP 
herunter reguliert vorliegen kSnnte. Ein anderer Ansatz ware die Modifikation von Integrinen, 
wie zum Beispiel CD49a oder anderen Faktoren, wie zum Beispiel VCAM-1 oder damit 
interagierender Faktoren. 

Ein weiterer Aspekt betrifft dann eine spezifische Knochenmarks-Vorlauferzelle (BMP) oder 
Blut-abgeleitete zirkulierende Vorlauferzelle (BDP), die mittels eines obengenannten 
erfindungsgemassen Verfahrens hergestellt worden ist. Diese spezifische Knochenmarks- 
Vorlauferzelle (BMP) oder Blut-abgeleitete zirkulierende Vorlauferzelle (BDP) gemass der 
vorliegenden Erfindung kann als isolierte BMP und/oder isolierte BDP fiir den 
Sauger/Patienten (also den jeweiligen Empfanger) autolog (eigen) und/oder heterolog (fremd) 
sein. Moglich sind natfirlich auch Gemische der Zellen. 
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Wie oben bereits erwahnt, konnen die isolierten BMP und/oder BDP im Rahmen der 
Zelltherapie verwendet werden. Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft somit 
ein Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung, das zunachst ein 
oben genanntes erfindungsgemasses Verfahren und weiterhin ein Formulieren der 
pharmazeutischen Zusammensetzung durch Mischen mit herkommlichen pharmazeutisch 
akzeptablen Tragern und/oder Verdiinnungsmitteln umfasst. Entsprechend geeignete Trager 
und/oder Verdunnungsmittel sind dem Fachmann bestens bekannt und konnen sehr leicht an 
die jeweilige spezifische Applikationen angepasst werden. Bevorzugt werden die 
Vorlauferzellen jenseits des vorher implantierten Stents infundiert. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft dann eine erfmdungsgemass 
hergestellte pharmazeutische Zusammensetzung. Die erfindungsgemasse Formulierung kann 
weiterhin im Gemisch mit weiteren pharmazeutisch aktiven Substanzen vorliegen. Bevorzugt 
sind dabei Substanzen, die ausgewahlt sind aus Aspirin, Clopidogel, ACE-Inhibitoren, 
Betablockern, Statinen, insbesondere Atorvastatin, Erythropoetin und/oder VEGF. Denkbar 
sind auch andere Substanzen, solange diese die kardiovaskulare Funktionalitat der 
verabreichten Vorlauferzellen nicht nachteilig beeintrachtigen. 

Zuletzt betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung einer erfindungsgemassen 
spezifischen BMP und/oder BDP oder einer erfindungsgemassen pharmazeutischen 
Zusammensetzung zur Behandlung von kardiovaskularen Erkrankungen, ausgewahlt aus der 
Gruppe bestehend aus stabiler und instabiler Angina, stabiler koronarer Herzerkrankung, 
akutem Koronarsyndrom, Myokardinfarkt, akutem Myokardinfarkt, akutem Herzsyndrom, 
koronarer Arterienerkrankung, chronischer ischamischer Kardiomyopathie (ICMP), 
dilatativer Kardiomyopathie (DCM), Herzinsuffizienz oder anderen Ursachen einer 
Herzschwache. Bevorzugt ist dabei eine erfindungsgemasse Verwendung, bei der die 
Behandlung die Zellinfusion in den Sauger umfasst. Dabei konnen auch, wie oben genannt, 
andere pharmazeutisch aktive Substanzen verabreicht werden, insbesondere bevorzugt 
umfasst die Behandlung weiterhin die Verabreichung von Statinen, insbesondere 
Atorvastatin, VEGF, und/oder Erythropoetin. 

Vor kurzem durchgefiihrte Experimente der Erfinder ergaben, dass die migratorische 
Kapazitat der Vorlauferzellen von Patienten mit CAD sehr eng mit der neovaskularen 
Verbesserung nach der Transplantation in NacktmSuse nach HinterlaufischSmie korrelierte (r 
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= 0,783; p = 0,001; n = 11). Daher konzentrierten sich die Erfinder auf die Messung 
migratorischen Kapazitat der transplantierten Vorlauferzellen unmittelbar vor der 
intrakoronaren Infusion in Patienten mit akutem myokardialem Infarkt, urn die funktionellen 
Charakteristika der transplantierten Vorlauferzellen mit quantitativen Ergebnissen des 
Ausgangs nach 4 Monaten in Zusammenhang zu bringen. Die Ergebnisse zeigten, dass eine 
hohe migratorische Kapazitat der infundierten Vorlauferzellen eine Verbesserung der links- 
ventikularen Ventrikel-Pumpfunktion und eine Infarktgrossenverringerung vorhersagte, was 
einen kausalen Zusammenhang zwischen der Migrationsfahigkeit der Vorlauferzellen und der 
Regeneration der Herzfiinktion nach einer Zelltherapie in Patienten mit akutem 
Myokardialinfarkt mit geschadigtem Myokard vermuten l&Bt. 

Die vorliegende Erfindung zeigt somit zum ersten Mai, dass die funktionelle Kapazitat der 
transplantierten Vorlauferzellen eine hauptsachliche unabMngige Determinante der 
anschliessenden Verbesserung bei der regionalen linken Ventrikelfunktion ist und eine 
Infarkt-Grossenverringerung nach der intrakoronaren Zelltransplantation vorhersagt. 
Interessanter weise war die funktionelle Aktivitat der Zellen, wie durch ihre migratorische 
Aktivitat ermittelt, informativer, als die Zellzahl. Zusammengefasst beschreiben diese Daten 
zum ersten Mai einen kausalen Zusammenhang zwischen Vorlaufer-Zelltherapie und der 
Verbesserung der links-ventikularen Pumpiiuiktion/Ventrikelregeneration in Patienten nach 
Myokardschadigung . 

Vorhergehende experimentelle Untersuchungen lassen vermuten, dass die Verbesserung in 
der Ventrikelfunktion nach experimentell induziertem Myokardinfarkt an einer stimulierten 
Neoangiogenese liegt, die ein spates myokardiales Remodelling durch verstarkten 
myokardialen Blutfluss, Reftung von ruhendem Myokard, die Verringerung der myokardialen 
Fibrose und eine verringerte Apoptoserate von hypertrophierten Myocyten in der peri- 
Infarktregion bewirkt (Kawamoto A, Gwon HC, Iwaguro H, Yamaguchi Jl, Uchida S, 
Masuda H, Silver M, Ma H, Kearney M, Isner JM, Asahara T. Therapeutic potential of ex 
vivo expanded endothelial progenitor cells for myocardial ischemia. Circulation. 2001; 
103:634-7., Kocher AA, Schuster MD, Szabolcs MJ, Takuma S, Burkhoff D, Wang J, 
Homma S, Edwards NM, Itescu S. Neovascularization of ischemic myocardium by human 
bone-marrow-derived angioblasts prevents cardiomyocyte apoptosis, reduces remodeling and 
improves cardiac function. Nat Med. 2001:7:430-6., Takahashi T, Kalka C, Masuda H, Chen 
D, Silver M, Kearney M, Magner M, Isner JM, Asahara T. Ischemia- and cytokine-induced 
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mobilization of bone marrow-derived endothelial progenitor cells for neovascularization. Nat 
Med. 1999:5:434-8., Murohara T, Ikeda H, Duan J, Shintani S, Sasaki K, Eguchi H, Onitsuka 
I, Matsui K, Imaizumi T. Transplanted cord blood-derived endothelial precursor cells 
augment postnatal neovascularization. J Clin Invest 2000:105:1527-36.). Ziisatzlich wurde 
berichtet, dass die intramyokardiale Injektion von BMP zur Regeneration von signifikanten 
Mengen von sich kontraktierendem Myokard fiihrte, was vermuten lasst, dass die neue 
Erzeugung von Myokard zu einer Verbesserung des Ausgangs von Myokardinfarkt im 
Anschluss an die lokale Zufiihr von adulten Vorlauferzellen fiihren kann. In der Tat konnte 
von den Erfindern kurzlich gezeigt werden, dass BDP ihre Fahigkeit beibehalten, sich in 
funktionelle kardiale Myocyten zu transdifferenzieren (Badorff C, Brandes RP, Popp R, Rupp 
S, Urbich C, Aicher A, Fleming I, Busse R, Zeiher AM, Dimmeler S. Transdifferentiation of 
blood-derived human adult endothelial progenitor cells into functionally active 
cardiomyocytes. Circulation. 2003:107:1024-32.). Die gilt auch fur BMP (Orlic D, Kajstura J, 
Chimenti S, Jakoniuk I, Anderson SM, Li B, Picket J, McKay R, Nadal-Ginard B, Bodine 
DM, Leri A, Anversa P. Bone marrow cells regenerate infarcted myocardium. Nature. 2001 
;410:701 -5.). 

Offensichtlich kann die vorliegende Studie nicht die zellularen Mechanismen offenbaren, die 
mit den verbesserten linken Ventrikel Remodelling-Prozessen assoziiert sind, die im 
Anschluss an einer Vorlauferzellen-Therapie stattfinden. Jedoch zeigte eine kOrzliche Studie, 
die in Patienten mit Hinterlaufischamie durchgefuhrt wurde, dass die intramuskulare Injektion 
von Vorlauferzellen in den gastrocnemischen Muskel zu einer signifikanten Verbesserung bei 
der Hinterlauf-Perfusion fiihrte (Tateishi-Yuyama E, Matsubara H, Murohara T, Ikeda U, 
Shintani S, Masaki H, Amano K, Kishimoto Y, Yoshimoto K, Akashi H, Shimada K, Iwasaka 
T, Imaizumi T. Therapeutic angiogenesis for patients with limb ischaemia by autologous 
transplantation of bone-marrow cells; a pilot study and a randomised controlled trial. Lancet. 
2002;360:427-35.). In Ubereinstimmung damit, dass eine intrakoronare Infusion von 
Vorlauferzellen mit einem verbesserten Perfusionsindex im Zielbereich assoziiert war, zeigen 
diese Daten an, dass die Ansiedlung der Vorlauferzellen im Infarktbereich zu einer 
verbesserten Neovaskularisierung fiihren kann, die zu einer Verringerung der LV-Dilatation 
und einem Erhalt der kontraktilen Performance durch die Rettung von ruhendem Myokard, 
der Verringerung von myokardialer Fibrose und Apoptose in der peri-Infarktregion fiihren 
kann. Zusatzlich kSnnen eingewanderte Vorlauferzellen nicht nur eine Vielzahl von 
angiogenetischen Wachstumsfaktoren freisetzen, wodurch endogene 
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Neovaskularisierungsprozesse in der Infarkt Grenzzone verstarkt werden, sondern auch 
Faktoren freisetzen, die zirkulierende oder Gewebe-residente Herz- Vorlauferzellen anlocken, 
wodurch endogene Reparaturmechanismen des Myokards verstarkt werden. Zuletzt, obwohl 
die Zahl von infundierten Vorlauferzellen nicht die anschliessende funktionelle Verbesserung 
vorhersagte, konnen wir die Moglichkeit nicht ausschliessen, dass angesiedelte 
Vorlauferzellen sich moglicherweise zu funktionell aktiven Kardiomyocyten differenziert 
haben, was zu einer Regeneration von signifikanten Mengen von sich kontrahierendem 
Myokard fuhren wurde. Vergleiche zwischen der Transplantation von kontraktilen gegenuber 
nicht-kontraktilen Zellen in experimentellen Studien zeigten, dass die Verbesserung der 
ventrikularen Kontraktion spezifischer von kontraktilen Zellen abhangig war, wohingegen die 
ventrikulare Dilatation unabhangig von den Zelltypen verbessert war (Hutcheson KA, Atkins 
BZ, Hueman MT, Hopkins MB, Glower DD, Taylor DA. Comparison of benefits on 
myocardial performance of cellular cardiomyoplasty with skeletal myoblasfs and fibroblasts. 
Cell Transplant. 2000;9:359-68., Sakai T, Li RK, Weisel RD, Mickle DA, Jia ZQ, Tomita S, 
Kirn EJ, Yau TM. Fetal cell transplantation: a comparison of three cell types. J Thorac 
Cardiovasc Surg. 1999; 1 18:715-24.). In der vorliegenden Studie war die systolische Funktion 
deutlich verbessert, was mit den experimentellen Ergebnissen nach der Transplantation von 
Knochenmark-abgeleiteten Angioblasten ubereinstimmt (Kocher AA, Schuster MD, Szabolcs 
MJ, Takuma S, Burkhoff D, Wang J, Homma S, Edwards NM, Itescu S. Neovascularization 
of ischemic myocardium by human bone-marrow-derived angioblasts prevents cardiomyocyte 
apoptosis, reduces remodeling and improves cardiac function. Nat Med. 2001:7:430-6.). 

Zusammengefasst offenbart die Erfindung die migratorische Kapazitat der Vorlauferzellen als 
eine hauptsSchliche und unabhangige Determinante, urn eine Verbesserung der Herzfiinktion 
und Verringerung der InfarktgrSfle im AnschluB an die intrakoronare Infusion von adulten 
Vorlauferzellen nach Zelltherapie vorherzusagen. Dariiber hinaus ermSglicht die Erfindung 
auch eine Verbesserung der funktionellen Aktivitat von isolierten Vorlauferzellen vor einer 
Transplantation, um so die kardiale Regeneration nach ischamischer Verletzung durch eine 
Zelltherapie weiter zu verbessern. 

Die Daten der vorliegenden Studie zeigen weiter, dass mononukleare Zellen, die aus dem 
Knochenmark von Patienten mit ischamischer Kardiomyopathie isoliert wurden, eine 
signifikant verringerte Aktivitat bei der Unterstutzung der Neovaskularisierung in 
Nacktmausen nach der Induktion von Interrupt-Hinterlaufischamie aufweisen. So war die 
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funktioneller Kapazitat von BMP, bestimmt durch ihre koloniebildende Aktivitat und ihre 
migratorische Antwort auf SDF-1 in BMP, die aus Patienten mit ICMP isoliert wurden 
signifikant verringert. Die Injektion dieser BMP aus Patienten mit ICMP in Mause mit 
Hinterlaufischamiezeigte eine signifikant verringerte Fahigkeit, die Hinterlauf-Perfusion nach 
unilateraler Ligation der den femoralen Arterie wiederherzustellen. Es kann daraus 
geschlossen werden, dass die verringerte funktionelle Aktivitat das Neovaskularisierungs- 
Potential von BMP aus Patienten mit ICMP begrenzt. Die funktionelle Beeintrachtigung von 
BMP aus Patienten mit ICMP kann auch deren therapeutisches Potential fur die medizinische 
Zelltherapie begrenzen, insbesondere wenn eine intravaskulare Route der Verabreichung 
verwendet wird, die erfordert, dass die Vorlauferzellen gegen einen Gradienten eines Chemo- 
Attraktanten extravasieren, urn in ischamisches Gewebe einzuwandern. Die Oberwachung der 
migratorischen und koloniebildenden Aktivitat von Vorlauferzellen vor der Therapie kann als 
ein Surrogat zu Identifizierung von Patienten dienen, die einen grosseren Vorteil aus der 
Zelltherapie herausziehen kOnnten. Auf der anderen Seite lasst eine kurzliche experimentelle 
Studie vermuten, dass voll funktionsfahige BMPs aus gesunden Spendermausen die 
altersbedingte verminderte Angiogenese in einem Mausmodell wieder herstellen konnen. 
Daher erscheint es vielversprechend, dass eine pharmakologische oder genetische 
Manipulation der fiinktionell beeintrachtigten BMPs vor einer Infusion ihre funktionelle 
Aktivitat verbessern kann und anschliessend den therapeutischen Vorteil des Patienten aus der 
Therapie verbessern kann. 

Die Erfindung soil nun in den folgenden Beispielen unter Bezug auf die beigefugten Figuren 
naher beschrieben werden, ohne jedoch auf diese beschrankt zu werden. Es zeigt in den 
Figuren 

Figur 1 die quantitative linke ventrikulare Angiographic, die die Ausstossfraktion (A), End- 
systolische und End-diastolische Volumina (B), bei Basislinie und Nachfolge fur Patienten, 
die zirkulierende Blut-abgeleitete (BDP) oder Knochenmark-abgeleitete (BMP) 
Vorlauferzellen enthielten und fur Patienten der nicht-randomisierten Kontrollgruppe zeigt, 

Figur 2 die Korrelation zwischen Basislinien linker ventrikularer Ausstossfraktion und die 
Verbesserung in der Ausstossfraktion mit der Regressionslinie fur die gesamte Studiengruppe 
zeigt, 
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Figur 3 den Mittelwert der funktionellen Verbesserung und der Infraktgrossenverringerung 
fur Patienten zeigt, die Vorlauferzellen entweder mit niedriger oder hoher migratorischer 
Kapazitat zeigt. 

Figur 4 die Flusszytometrische Analyse auf Vorlauferzellmarker in BMP aus den gesunden 
Kontrollen und Patienten mit stabiler ischamischer Kardiomyopathie. a-c, keine signifikanten 
Unterschiede wurden zwischen den zwei Gruppen beobachtet, und 

Figur 5 die fiinktionelle Aktivitat der BMP aus den gesunden Kontrollen und Patienten mit 
stabiler ischamischer Kardiomyopathie. a, die koloniebildenden Einheiten pro 5 x 10 5 BMPs 
wurden nach 14 Tagen bestimmt. b, die migratorische Kapazitat der BMP in Antwort auf 
stromale Zellen-abgeleiteten Faktor 1 (SDF-1) und c, vaskularer Endothel Wachstumsfaktor 
(VEGF) wurde unter der Verwendung des BioCoat® Invasionstests gemessen. d, Korrelation 
zwischen SDF-1 induzierter Migration und koloniebildender Kapazitat und e, Korrelation 
zwischen VEGF induzierter Migration und koloniebildender Kapazitat. 

Beispiele 

Patienten 

Patienten zwischen 18 und 75 Jahren wurden in die Studie aufgenommen, falls sie einen 
ersten akuten ST-Erhohungs myokardialen Infarkt hatten, der akut durch Koronarstent mit 
GPIIb/IIIa Blockade behandelt wurde. Ausschlusskriterien waren die Anwesenheit von 
kardiogenem Schock (definiert als systolischer Blutdruck < 80 mmHg, was intravenose 
Pressoren oder intra-Aorta Balldn-Gegenpuls erforderte), starke Blutungen, die 
Bluttransfusion nach akuter Reperfiisionsbehandlung erforderten, Historie von Leukopenic, 
Thrombocytopenic, heaptischer oder renaler Dysfunktion, Anzeichen maligner Erkrankungen 
oder Unwillen zur Teilnahme. Das Ethikkomitee des Universitatsklinikum der Johann 
Wolfgang Goethe Universitat in Frankfurt, DE, genehmigte das Protokoll der durchgefuhrten 
Studie und die Studie wurde in Obereinstimmung mit der Erklarung von Helsinki 
durchgefuhrt. Eine schriftliche, informierte Zustimmung wurde von jedem Patienten erhalten. 

Als eine interne Referenzgruppe, die den Standard der Pflege widerspiegelte, die am 
Krankenhaus verabreicht wurde, wurden 15 Patienten ausgewahlt, die auf Ausstossfraktion, 
Infarktort und Infarktgrdsse mit der Stduienpopulation abgeglichen wurde, in denen eine 
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akute Reperfusionstherapie durch Stent-Implantation durchgefuhrt wurde und fur die akute 
und 4 Monate Nachfolge-gepaarte LV-Angiogramme erhaltlich waren. 

Protokoll der durchgefiihrten Studie 

Das Studienprotokoll wurde friiher beschreiben (Assmus B, Schachinger V, Teupe C, Britten 
M, Lehmann R, Dobert N, Grunwald F, AicherA, Urbich C, Martin H, Hoelzer D, Dimmeler 
S, ZeiherAM. Transplantation of Progenitor Cells and Regeneration Enhancement in Acute 
Myocardial Infarction (TOPCARE-AMI). Circulation. 2002;106:3009-17.). Kurz gesagt 
wurden Patienten zufallig zum Empfang einer interkoronaren Infusion von entweder 
Knochenmarks-Vorlauferzellen (BMP) und/oder Blut-abgeleiteter zirkulierender 
Vorlauferzellen (BDP) 4 Tage nach AMI zugeordnet. 

Bei Patienten, die Knochenmarks-Vorlauferzellen (BMP) erhielten, wurden am Morgen des 
Tages der Zelltransplantation 50ml Knochenmarks-Aspirat erhalten. Knochenmarks- 
abgeleitete mononukleare Zellen (BMCs) wurden durch Dichtegradienten-Zentrifugation 
erhalten. Nach zwei Waschschritten wurden die Zellen in 10 ml X-vivo 10 Medium 
(Biowhittaker) resuspendiert. Die Zellsuspension bestand aus heterogenen Zellpopulationen, 
die neben hamatopoetischen Vorlauferzellen, die durch FACS-Analyse imter der Verwendung 
von direkt konjugierten Antikorpern gegen anti-Mensch CD34 (FITC, Becton Dickinson), 
anti-CD45 (Becton Dickinson), CD 14 (BD Pharmingen, San Dieago, US), CXCR4 (BD 
Pharmingen), CD49d (BD Pharmingen) und CD 133 (Miltenyl Biotech, Bergisch Gladbach, 
DE) bestimmt wurden, auch andere Zelltypen enthielten (z.B. Nebenpopulations-Zellen, 
Stroma-Zellen, usw.). Insgesamt wurde ein Mittelwert von 5,5 ± 3,6 x 10 6 CD34/CD45- 
positiven Zellen (ca. 2,5% in 219 ± 82 x 10 6 mononuklearen Zellen) pro Patient infundiert. 

Bei Patienten, die Blut-abgeleitete zirkulierende Vorlauferzellen (BDP) erhielten, wurden 250 
ml unmittelbar nach der zufalligen Zuordnung (24 Stunden nach dem AMI) veniSses Blut 
gesammelt Mononuklearen Zellen wurden in X-vivo- 15 Medium (Biowhittaker, Apen, DE), 
erganzt mit 1 ng/ml Trager-freiem menschlichem rekombinantem VEGF (R&D, Wiesbaden, 
DE), 0,1 jjM Atorvastatin (Pfizer, Freiburg, DE) und 20% menschlichem Serum, 
abgenommen von jedem einzelnen Patienten suspendiert. Die Zellen wurden bei einer Dichte 
von 6,4 xlO 5 Zellen/mm 2 auf Fibronektin-beschichteten Schalen (Roche, Grenzach. DE) 
ausgesat. Nach 3 Tagen Kultur wurden die Zelle mit 0,5 mM EDTA abgewaschen, zweimal 
gewaschen und in einem finalen Volumen von 10 ml X-vivo 10 Medium resuspendiert. Die 
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erhaltenen Zellsuspension (Mittel der injizierten Zellen 17 ± 12 x 10 6 ) enthielt eine 
heterogene Population von Vorlauferzellen. Jedoch zeigten mehr als 90% der Zellen 
endothele Charakteristika, wie durch Dil-acetylierte LDL-Aufnahme und Lektinbindung und 
die Expression von typischen Endothel-Markerproteinen einschliesslich VEGFR2 (KDR) 
(ReliaTech, Braunschweig, DE), Endoglin (CD 105) (NeoMarkers, Asbach. DE), von 
Willebrandfaktor (vWF) (Oncogene, Schwalbach, DE) und Plattchen-Endothelzell- 
Adhasionsmolekiil-1 (PECAM- 1/CD3 1 ) (Dianova, Hamburg) gezeigt wurde (Assmus B, 
Schachinger V, Teupe C, Britten M, Lehmann R, Dobert N, Grunwald F, AicherA, Urbich C, 
Martin H, Hoelzer D, Dimmeler S, ZeiherAM. Transplantation of Progenitor Cells and 
Regeneration Enhancement in Acute Myocardial Infarction (TOPCARE-AMI). Circulation. 
2002;106:3009-17., Dimmeler S, Aicher A, Vasa M, Mildner-Rihm C, Adier K, Tiemann M, 
Rutten H, Fichtlscherer S, Martin H, Zeiher AM. HMG-CoA reductase inhibitors (statins) 
increase endothelial progenitor cells via the PI 3-kinase/Akt pathway. J din Invest. 
2001;108:391-7., Vasa M, Fichtlscherer S, AicherA, AdlerK, Urbich C, Martin H, ZeiherAM, 
Dimmeler S. Number and migratory activity of circulating endothelial progenitor cells 
inversely correlate with risk factors for coronary artery disease. Circ Res. 2001;89:El-7., 
Vasa M, Fichtlscherer S, Adier K, AicherA, Martin H, ZeiherAM, Dimmeler S. Increase in 
circulating endothelial progenitor cells by statin therapy in patients with stable coronary artery 
disease. Circulation. 2001 ,-103:2885-90.). 

Die Zellen wurden fiber einen uber-den-Draht Ballonkatheter infundiert, der in den vorher 
wahrend des akuten Reperfusionsverfahrens implantierten Stent vorgeschoben wurde und mit 
niedrigem Druck aufgepumpt, urn den Blutfluss fur 3 Minuten vollstSndig zu blockieren um 
eine Adhasion und potentielle Transmigration der infundierten Zellen durch das Endothel zu 
ermoglichen. Diese Manover wurde 3 Mai wiederholt, um die Infusion der gesamten 10 ml 
Vorlauferzellen zu ermoglichen, unterbrochen von 3 Minuten Reflux durch Deflation des 
Ballons, um eine extensive Ischamie zu minimieren. Nach Vervollstandigung der 
intrakoronaren Zelltransplantation wurde eine koronare Angiographic wiederholt, um die 
Gefassoffhung und einen ungehinderten Fluss von Kontrastmaterial sicherzustellen. 

Ermittlung der migratorischen Kapazitat von transplantierten Vorlauferzellen 

Unmittelbar vor intrakoronarer Zellinfusion wurde eine Probe von Vorlauferzellen in 500 \£L 
Endothel-Basalmedium (EBM, Cell Systems) resuspendiert, gezahlt und 2 x 104 Zellen 
wurden in die obere Kammer einer modifizierten Boyden-Kammer plaziert. Dann wurde die 
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Kammer in eine 24-Tupfel Kulturschale plaziert, die EBM und entweder 50 ng/ml VEGF zur 
Messung der migratorischen Kapazitat von zirkulierenden Blut-abgeleiteten oder 100 ng/ml 
SDF-1 zur Messung der migratorischen Kapazitat von Knochenmark-abgeleiteten 
Vorlauferzellen enthielt. Nach 24 Stunden Inkubation bei 37°C wurde die untere Seite des 
Filters mit PBS gewaschen und mit 2% Paraformaldehyd fixiert Zur Messung wurden die 
Zellkerne mit DAPI gefarbt. Zellen, die in die untere Kammer wanderten wurden manuell in 5 
zufalligen Mikroskopfeldem durch einen blinden Untersuchenden gezShlt (Vasa M, 
Fichtlscherer S, AicherA, AdlerK, Urbich C, Martin H, ZeiherAM, Dimmeler S. Number and 
migratory activity of circulating endothelial progenitor cells inversely correlate with risk 
factors for coronary artery disease. Circ Res. 2001;89:El-7., Asahara T, Takahashi T, Masuda 
H, Kalka C, Chen D, Iwaguro H, Inai Y, Silver M, Isner JM. VEGF contributes to postnatal 
neovascularization by mobilizing bone marrow-derived endothelial progenitor cells. Embo J. 
1999; 18:3964-72.). 

Test auf koloniebildende Einheiten 

BMPs (1 x 10 5 pro Schale) wurden auf Methylcellulose-Platten (Methocult GF H4535, die 
Stammzellenfaktor, G-CSF, GM-CSF, Interleukin-3, Interleukin-6 enthielten, CellSystems, 
St. Katharinen, DE) ausgesat. Die Platten wurden unter Phasekontrastmikroskopie untersucht 
und koloniebildende Einheiten Granulocyten-Makrophage (CFU-GM; Kolonien) wurde nach 
14 Tagen Inkubation durch zwei verschiedene Forscher gezahlt. 

Linke-ventrikulare Angiographic 

LV-Angiogramme wurden gemass Standard-Aufiiahme-Richtlinien erhalten. Die LV- 
Ausstossfraktion und -Volumina wurden unter der Verwendung des Fiachen-LSngen- 
Verfahrens (Dodge HT Sh, Ballew DW, et al. The use of biplane angiography for the 
measurement of left ventricule volume in man. Eur Heart J. 1960;60:762-776.) berechnet, und 
die regionale Wandbewegung wurde mittels der Verwendung des Mittellinien-Chord- 
Verfahrens (Sheehan F, Bolson E, Dodge H, Mathey D, Schofer J, Woo H. Advantages and 
applications of the centerline method for characterizing regional ventricular function. 
Circulation. 1986;74:293-305.) bestimmt 

Statistische Analyse 

Kontinuierliche Variablen sind als Mittel ± SD dargestellt. Kategorische Variablen wurden 
mit dem Chi-Quadrat-Test oder Fischer's exaktem Test verglichen. Die statistischen 



WO 2005/038454 PCT/EP2004/01 1503 

21 

Vergleiche zwischen anfanglichen und Nachfolgedaten wurden auf eine nicht-parametrische 
Weise unter der Verwendung des gepaarten Zeichen-Tests durchgefiihrt. Die Iineare nicht- 
parametrische Korrelation wurde unter der Verwendung der Spearman-Korrelation berechnet. 
Die multivariate Analyse wurde unter der Verwendung des linearen Regressionsmodells 
durchgefiihrt. Es wurde eine statistische Signifikanz angenommen, falls p < 0,05. Alle 
statistischen Analysen wurde unter der Verwendung von SPSS (Version 11.0, SPSS Inc.) 
durchgefiihrt. 

Die demographischen, klinischen und angiograpischen Charakteristika der Studienpopulation 
sind in Tabelle I gezeigt. Es gab keine signifikanten Unterschiede in irgendeinem der 
Basislinien-Parameter. 

Effekte der Vorlaufer-Zelltherapie auf die LV Funktion 

Figur 1 und Tabelle I zeigen die LV-Ausstossfraktion, die End-systolischen und End- 
diastolischen LV-Volumina vor und 4 Monate nach intrakoronarer Vorlauferzell-Infusion. 
Die Transplantation von Vorlauferzellen war mit einer profunden Verbesserung der LV- 
Ausstossfiraktion von 49,2 ± 10 % auf 58,3 ± 10 % (p < 0,001, Figur 1A) und einer 
signifikanten Verringerung des LV End-systolischen- Volumens von 55,2 ± 18 ml auf 44,1 ± 
19 ml (p = 0,009, Figur IB) assoziiert, irrespektive von dem infundierten Zelltyp. Eine 
detaillierte Analyse der regionalen Wandbewegung ergab die deutlichsten Verbesserungen im 
Grenzbereich, der an den zentralen Infarktbereich angrenzte (Tabelle 2). 

Im Gegensatz dazu wurde in der Referenzgruppe der Patienten, die keine Vorlauferzell- 
Infusion erhielten, ansonsten jedoch gleich behandelt wurden, keine signifikanten 
Veranderungen nachgewiesen (Figur 1 und Tabelle 2). Daher war in der Referenzgruppe, 
trotz Shnlicher Ausgangswerte, die Verbesserung in der globalen LV-Ausstossfraktion 
signifikant geringer (p = 0,024) und nahm das End-systolische LV-Volumen nach 4 Monaten 
eher zu (p = 0,002). 

Die Verbesserung der LV-Funktion bei den Vorlauferzell-behandelten Patienten wurde durch 
Echokardiografie bestatigt und wurde in denjenigen Patienten beibehalten, die 
zwischenzeitlich einer 12 Monate Nachuntersuchung unterzogen worden (BDP n = 14, BMP 
n = 10). Keiner dieser Patienten erfuhr irgend eine maligne Arrythmie wShrend der 
Nachfolgezeit. 
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Figur zwei zeigt, dass es eine enge inverse Korrelation zwischen Ausgangslinien LV- 
Ausstossfraktion und Verbesserung in der Ausstossfraktion wahrend der 4 Monate Nachfolge 
gab, was anzeigte, dass diejenigen Patienten mit der schwersten Beeintrachtigung in der LV- 
Funktion am meisten im Hinblick auf die Verbesserung der Ausstossfraktion profitierten, 
unabhangig von dem infundierten Zelltyp. 

Effekte der Vorlaufer-Zelltherapie auf die Infarktgrosse, gemessen durch MRI 
Die 26 Patienten, die einer seriellen anfanglichen und nach 4 Monaten Nachfolge MRI 
unterzogen worden und entschieden sich nicht von der gesamten Studie im Hinblick auf die 
Verbesserung in der LV-Ausstossfraktion (von 50,7 ± 8% auf 60,5 ± 8%, p < 0,001) oder der 
Verringerung im End-systolischen LV-Volumen (von 53,7 ± 17ml auf 40,8 ± 15ml, p < 
0,002). Wichtige Weise war eine intrakoronare Vorlauferzell-Infusion mit einer signifikanten 
Verringerung im Volumen der Spat-Verstarkung von 39,3 ± 34 auf 31,6 ± 28ml, p < 0,038 
vorhanden, was eine signifikante Infarktgrossen- Verringerung anzeigte. Wiederum gab es 
keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten, die BDP erhielten im Vergleich zu 
BMP-Patienten. 

Zahl und migratorische Kapazitat von transplantierten Vorlauferzellen 

Die absolute Zahl der infundierten Vorlauferzellen korrelierte nicht mit einer verbesserten 
globalen oder regionalen LV-Funktion oder mit der Infarktgrossen-Verringerung, wenn die 
gesamten Zellzahlen oder Untergruppen (z.B. CD34/CD45 oder CD34/CD133 positive 
Zellen) verwendet wurden (globale Ausstossfraktion: BDP: r=-0,73, p=0,2; BMP: r=-0,147, 
p=0,517; Infarktgrosse: BDP: r=-0,187, p=0,5; BMP: r=-0,084, p=0,776)^ Keine signifikanten 
Unterschiede wurde bei der funktionellen Verbesserung gefimden, wenn die Zellzahlen 
dichotomisiert wurden). 

Im Gegensatz dazu ergab die Dichotomisierung der Vorlauferzellen migratorischen Kapazitat 
in diejenigen oberhalb und unterhalb des Mittelwerts, dass Patienten, die Zellen mit einer 
hohen migratorischen Kapazitat erhielten eine signifikante Verbesserung der regionalen LV- 
Funktion zeigte, wie durch quantitative LV-Angiographie in der Grenzzone des 
Infarktbereichs gezeigt wurde, verglichen Mitpatienten, die Vorlauferzellen mit geringer 
migratorischer Kapazitat erhielten (Figur 3). Wie in Figur drei dargestellt war die absolute 
Verringerung in der Spat-Verstarkung Signifikanz hoher in Patienten, die Zellen mit einer 
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hohen migratorischen Kapazitat erhielten verglichen mit denjenigen, die Vorlauferzellen mit 
geringer migratorischer Kapazitat erhielten. 

Jedoch waren weder die klinischen Variablen noch funktionellen Parameter vor der 
Zelltransplantation, wie z. B. globale LV-Ausstossfraktion, LV End-diastolische und End- 
systolische Volumina oder die regionale LV-Funktion zwischen beiden Gruppen an der 
Ausgangslinie verschieden (Tabelle 3), was daher irgend einen potentiellen weiteren Effekte 
der Schwere der Erkrankung auf die Zell-migratorische Aktivitat bei Basislinie ausschloss. 

Multivariante Analyse von unabhangigen Vorhersage-Faktoren der funktionellen 
Verbesserung und Infarktgrosse-Verringerung 

Um unabhangige Vorhersage-Faktoren der funktionellen Verbesserung und Infarktgrosse- 
Verringerung in Assoziation mit der intrakoronaren Vorlauferzell-Infusion in die 
Infarktarterie in Patienten mit akutem Myokardinfarkt zu identifizieren, fuhrten die Erfinder 
einer multivariante Analyse durch, die alle Parameter einschloss, die statistisch signifikant 
oder naherungsweise durch univariante Analyse statistisch signifikant waren oder von denen 
bekannt war, dass sie die LV-Funktion oder Infarktgrosse beeinflussen. Wie in Tabelle 4A 
gezeigt, blieb die migratorische Kapazitat der transplantierten Vorlauferzellen der starkste 
statistisch signifikante unabhangige Vorhersage-Faktor der Infarktgrossen-Verringerung, wie 
durch die Verringerung des Spat-Verstarkungsvolumens gemessen wurde. Der einzige andere 
unabhangige Vorhersage-Faktor war die Basislinien-Ausstossfraktion, wohingegen weder die 
anfangliche InfarktgrSsse, noch das Alter, Geschlecht oder die Zeit bis zur Revaskularisierung 
unabhangige Vorhersage-Faktoren blieben. Ebenso, wie in Tabelle 4B zusammengefasst, 
sagte die migratorische Kapazitat auch unabhangig die regionale LV-Funktionsverbesserung 
vorher. Daher ist die migratorische Kapazitat der infundierten Zellen eine hauptsachliche 
unabhangige Determinante der funktionellen Verbesserung und Infarktgrossen- Verringerung 
im Anschluss an die Vorlauferzellen-Therapie in Patienten mit akutem Myokardinfarkt. 

Zahl und migratorische Kapazitat von BMP 

Die Charakteristika und funktionelle Aktivitat von BMP wurden unter der Verwendung von 
Knochenmarks Aspiraten von 18 Patienten mit ICMP und 8 gesamten freiwilligen untersucht. 
Die Basislinien-Charakteristika der Studienpopulationen sind in Tabelle 5 dargestellt. 
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Um zu untersuchen, ob die Zahl von Vorlauferzellen im Hinblick auf BMP bei Patienten mit 
ICMP im Vergleich zu der gesamten Kontrolle verringert ist, bestimmten von die Zahl von 
hamatopoietischen Vorlauferzellen, die durch die Expression des Markerproteins CD34 
gekennzeichnet ist. Die Zahl von CD34+/CD45+ waren in sowohl der gesunden Kontrolle als 
auch bei Patienten mit ICMP ahnlich {Figur 4). Dariiber hinaus unterschieden sich auch die 
unreiferen Untersets von hamatopoietischen Vorlauferzellen, die als CD133+/CD34+ Zellen 
und Lineage-/CD34+ definiert wurden, nicht zwischen den Gruppen (Figur 4). 

Die Vorlauferzellenaktivitat von Vorlauferzellen in Knochenmarks Aspiraten wurde weiterhin 
durch Messen der koloniebildenden Aktivitat und Migration bestimmt. Interessanterweise 
zeigten BMP von Patienten mit ICMP eine signifikante verringerte Zahl von 
koloniebildenden Einheiten, verglichen mit BMP aus der gesunden Kontrolle (37,3 ± 25,0 
CFU-GM/Schale gegenuber 113,8 ± 70,4 CFU-GM/Schale, p = 0,009) (Figur 5a). Die 
migratorische Antwort auf SDF-1 und VEGF war auch in den BMP von Patienten mit ICMP 
Signifikanz verringert, verglichen zu BMP aus der gesunden Kontrolle (VEGF: 34 ± 24,2 
gegenuber 54,8 ± 29,3 Zellen/mikroskopisches Feld; p = 0,027; SDF-1: 46,3 ± 26,2 
gegenuber 108,6 ± 40,4 Zellen/mikroskopisches Feld; p = 0,001) (Figuren 5b und c). 
Obereinstimmender Weise korrigierte die koloniebildende Kapazitat eng mit der 
migratorischen Antwort auf SDF-1 (r = 0,65; p < 0,001) (Figur 5d). 

Unabhangige Vorhersage-Faktoren fur die funktionelle Aktivitat von BMP 

Die SDF-1 induzierte Migration, jedoch nicht die basale Migration oder die VEGF-induzierte 
Migration korrelierte mit der funktionellen Verbesserung der Neovaskularisierung im 
Hinterlaufischamie-Modell (r = 0,78; p<0,001) (Figur 6). Die koloniebildende Aktivitat der 
BMP war auch signifikant mit der Neovaskularisierungs-Kapazitat der Zellen assoziiert (r = 
0,74; p<0,001). Verschiedene klinische Basischarakteristika der Patienten waren auch mit 
dem therapeutischen Effekt der BMPs in Mausmodell der Hinterlaufischamie assoziiert 
(Tabelle 6, linke Spalte), jedoch verloren alle Variablen ausser der SDF-1 induzierte 
Migration ihre statistische Signifikanz, wenn die Analyse auf Patienten mit ICMP begrenzt 
wurde (Tabelle 6, rechte Spalte). 

Fur eine Vorhersage eines Schwellenwertes der funktionellen Verbesserung der 
Neovaskularisierung wurde fur eine wie oben beschriebenen PrSparation der BMP 
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beispielhaft ein potentieller Schwellenwert bestimmt, der anhand von SDF-1 und VEGF 
folgende Werte ergab: 



Tabelle A: Migration BMP 







Migration SDF 
(xlOOO) 


Migration VEGF 
(xlOOO) 


N 


Gultig 


82 


83 




Fehlend 


253 


252 


Median 




70,2500 


43,0000 


Percentile 








25 




38,1250 


22,0000 


33,333 




47,6667 


25,0000 


50 




70,2500 


43,0000 


66,666 




104,0000 


78,2500 


75 




120,7500 


96,0000 



Die Zahlenwerte geben an, wie viele Zellen der eingesetzten 500.000 Zellen in 24 h 
transmigriert sind. 100 xlOOO bedeutet also das 20 % der Zellen durchgewandert sind. 



Fur eine Vorhersage eines Schwellenwertes der funktionellen Verbesserung der 
Neovaskularisierung wurde ftir eine wie oben beschriebenen Preparation der BDP beispielhaft 
ein potentieller Schwellenwert bestimmt, der anhand von VEGF folgende Werte ergab: 



Tabelle B: Migration BDP 







Migration VEGF 
(xlOOO) 


N 


Gultig 


120 




Fehlend 


215 


Median 




4,8500 


Percentile 






25 




2,2250 


33,333 




2,8667 


50 




4,8500 


66,666 




7,7667 
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75 



10,7000 



Fur BMP ware ein akzeptabler (bevorzugter) Schwellenwert anhand des Median bei der 
Untersuchung mit SDF-1 somit 70 x 1000 migrierte Zellen (d.h., ca. 14%). Fur BMP ware ein 
weiterer akzeptabler (bevorzugter) Schwellenwert anhand des Median bei der Untersuchung 
mit VEGF somit 43 x 1000 migrierte Zellen (d.h., ca. 8,6%). 



Fur BDP ware ein akzeptabler (bevorzugter) Schwellenwert anhand des Median bei der 
Untersuchung mit VEGF hingegen 4,85 x 1000 migrierte Zellen (d.h., ca. 1%). 



Trotz der Tasache, daB nicht alle Zell-populationen gleich migrieren, kann somit anhand der 
Gesamtmigration aller Zellen Aufschluss dariiber gewonnen werden, wie gut die Zellen des 
Patienten migrieren und ob diese somit geeignet sind. 
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Tabelle 1: Demographische, klinische und angiograpische Charakteristika der 
Studienpopulation 





BDP Gruppe 


BMP Gruppe 


Kontrolle 


p-Wert 








(nicht 










randomisiert) 






n = 23 


n = 23 


n = 15 


n.s. 


Alter (Jahre) 


50 ± 10 


52 ± 10 


54 ± 13 


n.s. 


Geschlecht 


87 


86 


80 


n.s. 


mannlich (%) 










Hochdruck (%) 


57 


.48 


60 


n.s. 


Hyperlipidamie 


7 


60 


80 


n.s. 


(%) 

Diabetes (%) 


17 


27 


7 


n.s. 


Raucher (%) 


83 


91 


73 


n.s. 


Packjahre 


32 ±24 


35 ±23 


n.b. 


n.s. 


Familienhistorie 


26 


50 


40 


n.s. 


auf KHE (%) 










KHE (1/2/3 


74/26/0 


59/41/0 


9/3/3 


n.s. 


Gefasserkrankun 










g%) 










Historie von 


0 


0 


0 


n.s. 


KHE (%) 










Infarktbereich 


65/35 


50/50 


60/40 


n.s. 


(anterior / 










inferior) (%) 










Infarkt 










zusammenhange 
ndes Gefass (%) 


















LAD 


61 


46 


53 


n s 


LCX 


22 


4 


13 


n.s. 


RCA 


17 


5 


34 


n.s. 


Primare Therapie 


91 


73 


93 


n.s. 


PTC A/ Stent (n) 










Zeit zur 


17127/4 


32±49/14 


16±24/5 


n.s. 


Neovaskularisier 










ung (Mittelwert / 










Median) 










TIMI III Fluss 


87 


91 


n.b. 


n.s. 


post Reperfusion 
(%) 










Ausstossfraktion 


43 + 11 


40 ±8 


4Q±7 


n.s. 


(visuell 










geschatzt) 










CPR wahrend 


0 


2 


1 


n.s. 


akuter MI (n) 










Kreatinkinase 


940 ± 725 


781 ± 630 


915 ±740 


n.s. 


max. (U/D* 
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CK MB max. 


104 ±67 


94 ± 106 


146 ± 128 


n.s. 


(U/l)* 










Medikation nach 










Entlassung 










Aspirin (%) 


100 


100 


93 


n.s. 


Clopidogel (%) 


100 


100 


100 


n.s. 


ACE-Inhibitor 


96 


100 


93 


n.s. . 


(%) 

Betablocker (%) 


100 


100 


100 


n.s. 


Statin (%) 


100 


100 


93 


n.s. 


Zeit Stent zur 


119 + 27 


111 ±41 


- 


n.s. 


Zelltherapie (h) 










Zahl von 


17 ± 12 


219 ±82 


- 


< 0,001 


injizierten Zellen 










(Mio.) 










Vor 










Zelltherapie 










Zahl der weissen 


12,4 ±4,2 


12,8 ±3,6 


- 


n.s. 


Blutzellen (/nl) 






C-reaktives 


2,8 ± 2,2 


3,2 ± 2,4 


- 


n.s. 


Protein (mg/dl) 










Troponin T 


2,0 ±1,4 


2,2 ± 1,9 


- 




(ng/ml) 










24 Stunden 










nach 




• 






Zelltherapie 










Zahl der weissen 


8,5 ±2,1 


9,8 ± 1,9 


- 


0,02 


Blutzellen (/nl) 






C-reaktives 


2,6 ±2,3 


3,1 ± 1,9 




n.s. 


Protein (mg/dl) 










Troponin T 


1,3 ± 1,0 


1,5 ± 1,2 




n.s. 


(ng/ml) 











CPR = Kardio-pulmonale Wiederbelebnng 
♦ohne CPR-Patieriten 



Tabelle 2: Quantitative globale und regionale LV Funktion 



BDP (n = 23) 


Basislinie 


Nachfolge 


p-Wert 


Ausstoss-Fraktion 


49 ±10 


58 ±10 


0,004 


(%) 

End-diastolisches 


107 ±25 


108 ±33 


n.s. 


Volumen (ml) 








End-systolisches 


53 ±14 


45 ±18 


0,035 


Volumen (ml) 








Regionale 








Wandbewegung 








(SD/Chord) 








Infarkt 


- 1,5 ±0,3 


-0,7 ±0,6 


< 0,001 


Infarktmitte 


-1,6 ±0,4 


- 0,8 ± 0,7 


< 0,001 
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Infarktgrenze 


-1,5 ±0,2 

9** — 3 


- 0,5 ± 0,6 


< 0,001 


BMP (n - 23) 


Basislinie 


Nachfolge 


p-Wert 


Ausstoss-Fraktion 


49 ± 10 


59 ±9 


0,003 


(%) 








End-diastolisches 


114 ±29 


101 ±33 


n.s. 


Volumen (ml) 








End-systolisches 


57 ±21 


43 ±21 


0,003 


Volumen (ml) 








Regionale 








Wandbewegung 








(SD/Chord) 








Infarkt 


- 1,5 ±0,3 


- 0 5 ± 0.6 


< 0,001 


Infarktmitte 


- 1,7 ±0,4 


- 0,7 ± 0,6 


< 0,001 


Infarktgrenze 


- 1,4 ±0,2 


- 0,4 ± 0,7 


< 0,001 


Kontrolle (n= 15) 


Basislinie 


Nachfolge 


p-Wert 


Ausstoss-Fraktion 


50,3 ± 9,3 


52,6 ± 9,4 


0,379 


(%) 

End-diastolisches 


101,3 ±22,6 


120,0 ±47,0 


0,108 


Volumen (ml) 






End-systolisches 


50,9 ± 16,7 


57,6 ± 30,6 


0,363 


Volumen (ml) 








Regionale 


n.d. 


n.d. 




Wandbewegung 








(SD/Chord) 









Tabelle 3: Ausgangslinien Parameter zwischen Patienten, die Zellen mit einer hohen 
migratorischen Kapazitat erhielten verglichen mit denjenigen, die Vorlauferzellen mit 
geringer migratorischer Kapazitat erhielten 



Basislinie 


hohe migratorische geringe migratorische 
Kapazitat Kapazitat 
n= 16 n= 15 


p-Wert 


Alter (Jahre) 


48 ± 11 


50 ±9 


n.s. 


Geschlecht 


15/1 


13/2 


n.s. 


(mSnnL/weibl.) 








Zahl Risikofaktoren 


2,7 ± 0,9 


2,6 ±0,9 


n.s. 


(%) 

Infarktgebiet 


75/25 


60/40 


n.s. 


(ant./inf.; %) 








Ausstoss-Fraktion 


48 ±8 


49 ± 12 


n.s. 


(%) 

End-diastolisches 


104 ±22 


118 ±25 


n.s. 


Volumen (ml) 








End-systolisches 


53 ± 15 


59 ±20 


n.s. 


Volumen (ml) 
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Regionale 






n.s. 


Wandbewegung 








(SD/Chord) 








Infarkt 


- 1,5 ±0,2 


- 1,5 ± 0,3 


n.s. 


Infarktmitte 


-1,7 ±0,3 


-1,6 ±0,3 


n.s. 


Infarktgrenze 


- 1,4 ±0,2 


-1,5 ±0,3 


n.s. 


Trennwand 


7,0 ± 2,4 


6,7 ± 3,0 


n.s. 


Bewegungswert 






Spat- 


39 ±44 


35 ±22 


n.s. 


Verstarkungsvolumen 








(ml) 









Tabelle 4A: Multivariante Analyse der unabhangigen Vorhersage-Faktoren der 
Infarktgrossen-Verringerung 





A Spat-Verstarkungsvolumen 
r 


p-Wert 


Geschlecht 


-0,094 


n.s. 


Alter 


- 0,099 


n.s. 


Zeit zur Revaskularisierung 


0,329 


n.s. 


Basislinien Ausstossfraktion 


0,784 


0,016 


Basislinien Spat- 


0,184 


n.s. 


Verstarkungsvolumen 






Hohe / geringe Migration 


- 0,883 


0,007 


r = Korrelationskoeffizient 






Tabelle 4B: Multivariante 


Analyse der unabhangigen Vorhersage-Faktoren der 


regionalen Verbesserung der 


LV-Funktion 






A Trennwand-Bewegungswert 






r 


p-Wert 


Geschlecht 


0,076 


n.s. 


Alter 


0,6 


0,035 


Zeit zur Revaskularisierung 


0,165 


n.s. 


Basislinien Ausstossfraktion 


0,403 


n.s. 


Basislinien Trennwand- 


- 0,735 


0,008 


Bewegungswert 






Hohe / geringe Migration 


-0,619 


0,021 



Tabelle 5: Basislinien-Charakteristika der Studienpopulation 





Patienten 


mit 


Gesunde 


p-Wert 




ICMP 




Kontrolle 




n= 18 


n = 8 




Alter (Jahre) 


59,4 ±13,4 




54 + 13 


< 0,001 


Geschlecht 


88,9 




87,5 


0,65 
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mannlich (%) 






Hochdruck (%) 


57 


0 


< 0,001 


Hyperlipidamie 


70 


25 


< 0,001 


(%) 

Diabetes (%) 


17 


0 


< 0,001 


Raucher (%) 


82,4 


37,5 


< 0,001 


Familienhi stone 


52,9 


25,0 


< 0,001 


auf KHE (%) 








KHE (1/2/3 


17,6/52,9/29,4 


n.a. 




\ Gefasserkrankun 








g%) 








Historie von 


100 


n.a. 




KHE (%) 








Infarktbereich 


65/35 


n.a. 




(anterior / 








inferior) (%) 








Ausstossfraktion 


37,8 ± 11,1 


62,6 ±3,1 


< 0,001 


(visuell 






geschatzt) 








Medikation nach 








Entlassung 








Aspirin (%) 


100 


0 




Clopidogel (%) 


100 


0 




ACE-Inhibitor 


100 


0 




(%) 

Betablocker (%) 


100 


0 




Statin (%) 


100 


0 




C-reaktives 


3,0 ±2,5 


2,9 ± 1,7 


0,51 


Protein (mg/dl) 








Zahl der weissen 7,9 ±3,7 


6,8 ± 2,9 


0,85 . 


Blutzellen 








(xl0 3 /nl) 









Tabelle 6: Univariate lineare Regressionsanalyse des Zusammenhangs zwischen 
klinischen Charakteristika sowie den Messungen in vitro und der Neovaskularisierungs- 
Kapazitat von BMP in einem Mausmodell von Hinterlaufischamie 



Patienten und gesunde Kontrollen Nur Patienten 





r 


p-Wert 


r 


p-Wert 


Alter 


-0,38 


0,064 


0,260 


0,33 


Geschlecht 


0,032 


0,87 


-0,165 


0,49 


Hochdruck 


- 0,646 


0,001 


- 0,204 


0,43 


Hyperlipidamie 


- 0,598 


0,002 


0,114 


0,68 


Familienhistorie 


- 0,403 


0,019 


0,134 


0,61 


auf KHE 










Diabetes 


- 0,641 


0,001 


- 0,088 


0,74 


Zahl der 


- 0,540 


0,006 


0,174 


0,52 


Risikofaktoren 










NYHA 


- 0,630 


0,001 


-0,116 


0,66 
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Klassifizierung 



Ausstossfraktion 


0,720 


0,001 


0,315 


0,273 


(%) 

Basale Migration 


0,380 


0,061 


0,456 


0,05 


SDF-1 induzierte 


0,781 


<0,001 


0,634 


0,004 


Migration 










VEGF induzierte 


0,352 


0,078 


0,374 


0,13. 


Migration 










Koloniebildende 


0,740 


<0,001 


0,074 


0,785 



Kapazitat 

r = Korrelationskoeffizient 
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Patentanspruche 

1 . In vitro Verfahren zur Analyse einer Probe aus einem Saugetier in Zusammenhang mit 
kardiovaskularen Erkrankungen, wobei das Verfahren folgende Schritte umfasst: 

a) Isolieren von Knochenmarks-Vorlauferzellen (BMP) und/oder Blut-abgeleiteter 
zirkulierender Vorlauferzellen (BDP), und 

b) Uberprufung der kardiovaskularen Funktionalitat der isolierten BMP und/oder BDP 
mittels eines geeigneten Migrationstests. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, weiterhin umfassend den Vergleich des aus der 
untersuchten Probe erhaltenen Ergebnisses mit einem Referenzwert und/oder dem 
Ergebnis einer Referenzprobe. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, wobei die zu untersuchende Probe aus dem 
Menschen stammt. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei die zu untersuchende Probe 
ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Knochenmark, peripherem Blut oder 
Fraktionen davon und Zellkultur-Suspensionen oder Fraktionen davon. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, wobei dem peripheren Blut ein Gerinnungshemmer, 
insbesondere Heparin oder EDTA, zugesetzt wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 4, wobei die zu untersuchende Probe mittels Punktion aus 
dem Knochenmark entnommen wird. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, wobei die Isolierung die Verwendung von 
Dichte-Gradienten-Zentrifiigation, zellspezifischer Oberflachenmarker und/oder 
immunologischer Methoden umfasst. 



8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei die Isolierung unter Verwendung von FACS oder 
immunomagnetischer Separation erfolgt. 
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9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, wobei der zellspezifische 
OberMchenmarker fur BMP ausgewahlt ist aus CD34, CD45 und/oder CD133, und fur 
BDP ausgewahlt ist aus VEGFR2, CD 105, vWF und/oder CD3 1 . 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, wobei der Migrationstest in einer Boyden- 
Kammer oder modifizierten Boyden-Kammer durchgefuhrt wird. 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, wobei der Migrationstest unter der 
Verwendung von SDF-1, VEGF, SDF-1 oder P1GF oder MCP-1 durchgefuhrt wird. 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, wobei die kardiovaskularen 
Erkrankungen ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus stabiler und instabiler 
Angina, stabiler koronarer Herzerkrankung, akutem Koronarsyndrom, Myokardinfarkt, 
akutem Myokardinfarkt, akutem Herzsyndrom, koronarer Arterienerkrankung, 
chronischer ischamischer Kardiomyopathie (ICMP), dilatativer Kardiorayopathie 
(DCM), Herzinsuffizienz oder anderen Ursachen einer Herzschwache. 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, wobei das Verfahren unmittelbar vor 
einer Zellinfusion in den SSuger durchgefuhrt wird. 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, wobei die untersuchten isolierten BMP 
und/oder BDP ftir den Sauger autolog und/oder heterolog sind. 

15. Diagnostischer Kit, umfassend Mittel zur DurchfUhrung des Verfahrens nach einem der 
Anspriiche 1 bis 14, gegebenenfalls zusammen mit weiteren Komponenten und/oder 
Hilfsstoffen. 

16. Verwendung des Kits nach Anspruch 15 zur Diagnose und/oder der Prognose 
kardiovaskularer Erkrankungen, zur Oberwachung von deren Therapie und/oder zur 
Bestimmung der kardiovaskularen Funktionalitat von BMP oder BDP zur 
Stratifizierung fiir eine geplante Zelltherapie mit Stamm- und Progenitorzellen zur 
Steigerung der Perfusion von ischamischem Gewebe oder zur Regeneration von 
Gewebeverlust, insbesondere bei Herzinsuffizienz und/oder zur Identifizierung von 
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Patienten, die von einer ex vivo Vorbehandlung ihrer BMP oder BDP zur Steigerung der 
kardiovaskularen Funktionalitat vor Retransplantation der Zellen profitieren. 

17. In vitro Verfahren zur isolierung von spezifischen Knochenmarks-Vorlauferzellen 
(BMP) und/oder Blut-abgeleiteten zirkulierenden Vorlauferzellen (BDP), umfassend: 

a) Entnehmen einer Probe aus einem Saugetier-Spender, 

b) Isolieren von BMP und/oder BDP aus der so erhaltenen Probe, und 

c) Uberpriifung der kardiovaskularen Funktionalitat der isolierten BMP und/oder BDP 
mittels eines geeigneten Migrationstests. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, wobei die zu untersuchende Probe aus dem Menschen 
stammt. 

19. Verfahren nach Anspruch 17 oder 18, wobei die zu untersuchende Probe ausgewahlt 
ist aus der Gruppe bestehend aus Knochenmark, peripherem Blut oder Fraktionen 
davon und Zellkultur-Suspensionen oder Fraktionen davon. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, wobei die zu untersuchende Probe mittels Punktion aus 
dem Knochenmark entnommen wird. 

21. Verfahren nach einem der Ansprilche 17 bis 20, wobei die Isolierung unter Verwendung 
von Dichte-Gradienten-Zentrifugation, mittels zellspezifischer Oberflachenmarker 
und/oder immunologischer Methoden erfolgt. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, wobei die Isolierung unter Verwendung von FACS oder 
immunomagnetischer Separation erfolgt. 

23. Verfahren nach einem der Anspriiche 17 bis 22, wobei der zellspezifische 
Oberflachenmarker fur BMP ausgewahlt ist aus CD34, CD45 und/oder CD133, und fllr 
BDP ausgewahlt ist aus VEGFR2, CD105, vWF und/oder CD31. 



24. Verfahren nach einem der Anspriiche 17 bis 23, wobei der Migrationstest in einer 
Boyden-Kammer oder modifizierten Boyden-Kammer durchgefiihrt wird. 
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25. Verfahren nach einem der Anspriiche 17 bis 24, wobei der Migrationstest unter der 
Verwendung von SDF-1, VEGF, P1GF oder MCP-1 durchgefuhrt wird. 

26. Verfahren nach einem der Anspriiche 17 bis 25, wobei die isolierten BMP und/oder 
BDP weiter genetisch modifiziert werden, insbesondere um die kardiovaskulare 
Funktionalitat der Zellen zu verbessern. 

27. Spezifische Knochenmarks- Vorlauferzellen (BMP) oder Blut-abgeleitete zirkulierende 
Vorlauferzellen (BDP), hergestellt nach einem der Anspriiche 17 bis 26. 

28. Spezifische Knochenmarks- Vorlauferzellen (BMP) oder Blut-abgeleitete zirkulierende 
Vorlauferzellen (BDP) nach Anspruch 27, wobei die isolierten BMP und/oder isolierte 
BDP fur den Sauger autolog und/oder heterolog sind. 

29. Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung, umfassend das 
Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 26 und weiterhin Formulieren der 
pharmazeutischen Zusammensetzung durch Mischen mit herkSmmlichen 
pharmazeutisch akzeptablen Tragern und/oder Verdiinnungsmitteln. 

30. Verfahren nach Anspruch 29, wobei die Formulierung weiterhin ein Mischen mit 
Statinen, insbesondere Atorvastatin, VEGF, und/oder Erythropoetin umfasst. 

3 1 . Pharmazeutischen Zusammensetzung, hergestellt nach Anspruch 29 oder 30. 

32. Verwendung spezifischer BMP und/oder BDP nach Anspruch 27 oder 28 oder einer 
pharmazeutischen Zusammensetzung nach Anspruch 31 zur Behandlung von 
kardiovaskularen Erkrankungen, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus stabiler und 
instabiler Angina, stabiler koronarer Herzerkrankung, akutem Koronarsyndrom, 
Myokardinfarkt, akutem Myokardinfarkt, akutem Herzsyndrom, koronarer 
Arterienerkrankung, chronischer ischamischer Kardiomyopathie (ICMP), dilatativer 
Kardiomyopathie (DCM), Herzinsuffizienz oder anderen Ursachen einer Herzschwache. 



33. Verwendung nach Anspruch 32, wobei die Behandlung die Zellinflision in den Sauger 
umfasst. 
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34. Verwendung nach Anspruch 32, wobei die Behandlung weiterhin die Verabreichung 
von Statinen, insbesondere Atorvastatin, VEGF, und/oder Erythropoetin umfasst. 
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Although claims 1-14 and 17-26 relate to a diagnostic method practiced on 
the human or animal body, the search was carried out on the basis of the 
alleged effects of the compound or composition. 

Continuation of IL2 
Claims: 1 5 and 1 6 



The current claims 15 and 16 relate to a disproportionately large number of 
possible products. In fact they encompass so many alternatives that they 
appear unclear or too broadly worded (PCT Article 6) to the extent that it is 
impossible to conduct a meaningful search. Therefore, these claims were not 
searched. 

The applicant is advised that claims relating to inventions in respect of 
which no international search report has been established normally cannot be 
the subject of an international preliminary examination (PCT Rule 66.1(e)). 
In its capacity as International Preliminary Examining Authority the EPO 
generally will not carry out a preliminary examination for subjects that have 
not been searched. This also applies to cases where the claims were amended 
after receipt of the international search report (PCT Article 19) or where the 
applicant submits new claims in the course of the procedure under PCT 
Chapter II. After entry into the regional phase before the EPO, however, an 
additional search can be carried out in the course of the examination (cf. 
EPO Guidelines, Part C, VI, 8.5) if the deficiencies that led to the 
declaration under PCT Article 17(2) have been remedied. 



Form PCT/ISA/210 



Internationales Aktenzelchen 



Intern i 



/EP2004/011503 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 G01N33/50 C12N5/06 



Nach der Interna! lonalen Patentklassiflkation (1PK) Oder nach der nationaten Klassitikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchlerler Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikatlonssymbole ) 

IPK 7 C12N G01N 



Recherchierle aber nicht zum Mindestprufstoff gehdrende Veroffentlichungen, soweil diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



WShrend der intemationalen Recherche konsuttierte elektronische Dalenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , EMBASE, BIOSIS, WPI Data, PAJ 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erfordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



VASA M ET AL: "Number and migratory 

activity of circulating endothelial 

progenitor cells inversely correlate with 

risk factors for coronary artery disease, 1 

CIRCULATION RESEARCH. 6 JUL 2001, 

Bd. 89, Nr. 1, 6. Jul 1 2001 (2001-07-06), 

Seiten E1-E7, XP002313345 

ISSN: 1524-4571 

in der Anmeldung erwahnt 

* Seite E2, "Materials and Methods: 
Isolation, Cultivation, and 
Characterization of EPCs" * 

* Seite E2, "Materials and Methods: 
Migration Assay" * 

* Seite E4, Results: Effect of Risk 
Factors on Migratory Capacity of EPCs" * 

-/-- 



1-5, 
7-19, 
21-25, 
27-31 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



□ 



Siehe Anhang Patentfamilie 



• Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

*A a Veroffentlichung, die den altgemeinen Stand der Technikdefiniert, 
aber nichl als besonders bedeutsam anzusehen 1st 

*E* arte res Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem intemationalen 
Anmeidedatum verdffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

'O' Veroffentlichung, die sich auf eine mundUche Offenbarung, 

eine Benutzung. eine Aussteltung oder andere MaGnahmen bezieht 

*P' Veroffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeidedatum. aber nach 
dem beanspruchten Priorrtatsdatum verdffentlicht worden ist 



"T Spatere Veroffentlichung. die nach dem intemationalen Anmeidedatum 
Oder dem Priorrtatsdatum verdffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kotlidiert, sondem nur zum VerstSndnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzlps oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

*X" Ver&ffentlichung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
kann allein auf grund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer T&tigkeit beruhend betrachtet werden 

■Y' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer TStigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer Oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wind und 
diese Verbindung fur einen Facnmann naheliegend ist 
Veroffentlichung. die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 



19. Januar 2005 



Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 



14/02/2005 



Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehdrde 
EuropSisches Patentamt. P.B. 5816 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Mauhin, V 
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INTEHNA I IUNALER HtUMfcHCMbNbJ tHIUH I 



Internationales Aktenzelchen 

#T/EP2004/011503 



C(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* 



Bezeichnung der Veroffentlichung, soweil erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



YAMAGUCHI J-I ET AL: "Stromal 

cell -derived factor-1 effects on ex vivo 

expanded endothelial progenitor cell 

recruitment for ischemic 

neovascul ari zati on" 

CIRCULATION 11 MAR 2003 UNITED STATES, 
Bd. 107, Nr. 9, 

11. Marz 2003 (2003-03-11), Seiten 
1322-1328, XP002313346 
ISSN: 0009-7322 

* Seite 1323, Methods: Cell Isolation and 
Culture" * 

* Seite 1323, "Methods: Migration Assay" * 

* Seite 1324, "Results: Migration Assay" * 
Abb il dung 2 

* Seite 1324, "Results: EPC Incorporation 
Into Ischemic Hindi imb Neovascul ature" 

ASSMUS BIRGIT ET AL: "Transplantation of 

progenitor cells and regeneration 

enhancement 1n acute myocardial infarction 

(T0PCARE-AMI)." 

CIRCULATION, 

Bd. 106, Nr. 24, 

10. Dezember 2002 (2002-12-10), Seiten 

3009-3017, XP002313347 

ISSN: 0009-7322 

1n der Anmeldung erwahnt 

* Seite 3010, "Methods: Preparation of 
Progenitor Cells" * 

* Seiten 3011-3012 iiberbruckender Absatz * 

KIM C H ET AL: "IN VITRO BEHAVIOR OF 

HEMATOPOIETIC PROGENITOR CELLS UNDER THE 

INFLUENCE OF CHEMOATTRACTANTS : STROMAL 

CELL-DERIVED FACTOR-1, STEEL FACTOR, AND 

THE BONE MARROW ENVIRONMENT" 

BLOOD, W.B. SAUNDERS, PHILADELPHIA, VA, 

US, 

Bd. 91, Nr. 1, 1998, Seiten 100-110, 
XP000866137 
ISSN: 0006-4971 
das ganze Dokument 



1-5, 

7-11, 

13-19, 

21-25, 

27-31 



27-34 



20 
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jAJnternatio nates Aktenzeichen 

m PCT/EP2004/011503 



Feld II Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 



GemaB Artike! 17(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 



1 . Y Anspruche Nr. 

— weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die BehOrde nicht verpllichtet ist, namlich 

Obwohl die Anspruche 1-14 und 17-26 sich auf ein Diagnostizierverfahren, das 
am menschlichen/tierischen Korper vorgenommen wird, beziehen, wurde die 
Recherche durchgefuhrt und grundete sich auf die angefuhrten Wirkungen der 
Verbi ndung/Zusammensetzung . 

2. Pn Anspruche Nr. 15 16 

— weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle intemationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 

siehe BEIBLATT PCT/ISA/210 



3. I AnspracheNr. 

— weil es sich dabei um abhSngige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaGt sind. 



Feld III Bemerkungen bei rnangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 
Die intemationale Recherchenbehcrde hat festgestelit, daB diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



1 . | j Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebiihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
• — ■ intemationale Recherchenbericht aul alle recherchierbaren Anspruche. 

o I I Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
I — I zusatzliche RecherchengebCihr gerechtfertigt h^tte, hat die Behcrde nicht zur Zahlung einer solchen Gebtihr aufgefordert. 



3. 1 I Da der Anmelder nur einige der erforderiichen zusatzlichen Recherchengebiihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
I — » Internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 
Anspruche Nr. 



4. Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherche ngebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der intemationale Recher- 

chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden AnsprOchen er- 

laBt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs |™J Die zusatzlichen GebOhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

| | Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren ertolgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (2)) (Januar 2004) 
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Internationales Aktenzeichen PCT/EP2004/011503 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld II. 1 

Obwohl die Anspruche 1-14 und 17-26 s1ch auf ein Di agnostizierverfahren, 
das am menschlichen/tierischen Korper vorgenommen wird, beziehen, wurde 
die Recherche durchgefuhrt und griindete sich auf die angefuhrten 
Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung. 



Fortsetzung von Feld II. 2 
Anspruche Nr.: 15 16 



Die geltenden Patentanspruche 15 und 16 beziehen sich auf eine 
unverhal tnismassig grosse Zahl moglicher Produkte. In der Tat umfassen 
sie so viele Wahlmogl ichkeiten, dass sie im Sinne von Artikels 6 PCT in 
einem solche Masse unklar oder zu weitlaufig gefasst erscheinen, als 
dass sie eine sinnvolle Recherche ermogl ichten. Daher wurden diese 
Anspruche nicht recherchiert . 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, dass Patentanspruche auf 
Erfindungen, fur die kein internationaler Recherchenbericht erstellt 
wurde, normal erweise nicht Gegenstand einer international en vorlaufigen 
Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In seiner Eigenschaft als mit, 
der international en vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde wird das EPA 
also in der Regel keine vorlaufige Prufung fur Gegenstande durchfuhren, 
zu denen keine Recherche vorl iegt.Dies gilt auch fur den Fall, dass die 
Patentanspruche nach Erhalt des internationalen Recherchenberichtes 
geandert wurden (Art. 19 PCT), oder fur den Fall, dass der Anmelder im 
Zuge des Verfahrens gemass Kapitel II PCT neue Patentanpruche 
vorlegt.Nach Eintritt in die regionale Phase vor dem EPA kann jedoch im 
Zuge der Prufung eine weitere Recherche durchgefuhrt werden (Vgl . 
EPA-Richtlinien C-VI, 8.5), sollten die Mangel behoben sein, die zu der 
Erklarung gemass Art. 17 (2) PCT gefuhrt haben. 



